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Chapitre 1:
INTRODUCTION GENERALE

1.1 ZONE D'HYBRIDATION

1.1.1 Définition.

Les zones d'hybridations (ou zones de contact) ont été définies par Barton et Hewitt (1985)
comme "des régions ou deux taxons se rencontrent, se reproduisent et shybrident”. On trouve
des exemple de zones de contact chez tous les groupes principaux d'organismes supérieurs
(Barton et Hewitt 1989). La zone d'hybridation peut correspondre a une longue et étroite
bande ou présenter une structure plus complexe reflétant une distribution en mosaique de
I'habitat et des ressources (Harrison 1993). En outre, la différenciation entre deux populations
séparées par une zone de contact peut étre trés importante ou n‘impliguer que quel gques genes
(Barton et Hewitt 1989).

Les processus qui régissent une zone de contact sont en fait plus complexes que la fusion de
deux réservoirs géniques. En effet, I'hybridation est généralement suivie de retro-croisements
avec |'un des deux types parentaux pour aboutir a l'incorporation d'aléles issus d'un taxon
dans le réservoir d'un autre taxon (Anderson et Hubricht 1938). Ce phénoméne a été
dénommé introgression. Dans une perspective dynamique, Riesberg et Wendel (1991)
définissent I'introgresson comme l'incorporation permanente de genes d'une population a
l'autre.
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1.1.2 Dynamique d'une zone de contact

En cas d'hybridation, la vigueur des hybrides peut différer selon les génotypes parentaux
impliqués.

Les hybrides, de par I'accroissement de I'hétérozygosité, peuvent montrer une meilleure
vigueur que les phénotypes parentaux. Cette vigueur hybride, caractéristique des organismes
non consanguins, est appelée hétérosis. En revanche, lorsgu'une hybridation concerne des
individus dont les liens de parenté sont par trop éloigneés, les hybrides peuvent montrer une
diminution de vigueur en comparaison des phénotypes parentaux. Ce phénomeéne est appelé
dépression d'hybridité.

En théorie, une zone d'hybridation pourrait ére maintenue par un mécanisme indépendant de
la dispersion, ou la vigueur des hybrides serait supérieure a celle des phénotypes parentaux
(Moore 1977). Dans ce modéle, la vigueur des phénotypes parentaux doit dépendre des
facteurs environnementaux. Aing, cette hypothése implique que les types parentaux doivent
étre adaptés a différents environnements et qu'il existe des habitats ou les hybrides sont mieux
adaptés que leurs parents. Dans ces conditions, les zones d'hybridations seraient associées a
des écotones ou a des habitats transitoires, dans lesquels les phénotypes parentaux seraient
relativement peu adaptés (Moore 1977). Selon le méme auteur, le fait que les individus issus
d'ancétres différents survivent mieux et/ou qu'il se reproduisent avec plus de succes que les
types parentaux démontre le bien fondé de ce modéle. Cependant, de telles caractéristiques
n'ont jamais clairement été démontrées (Harrison 1990).

En revanche, I'hybridité semble représenter un facteur contribuant effectivement au maintien
d'une zone de contact (Barton et Hewitt 1985, 1989): en effet, une zone d'hybridation peut
étre stabiliste par un équilibre entre la sélection contre les hybrides et la dispersion des
individus purs dans la zone de mélange. De telles zones sont appelées zones de tension, au
sens de Key (1968). Cet équilibre implique une sélection indépendante de I'environnement.
L es zones de tension peuvent ére mobiles si les populations différent par leur densité. Elles
tendent amigrer en direction des régions présentant une diminution de densité (Barton 1980).

La coexistence de deux taxons dans une zone de contact peut également étre maintenue par
une différenciation des habitats (Barton et Hewitt 1985, Harrison 1990, Felber-Girard et al.
1992). Dans ce cas la sélection sera exogene, puisqu'elle dépend d'un facteur écologique,
alors que pour une zone de tension la sdlection sera de type endogéne, car elle est générée par
des interactions purement génétiques (Moore et Price, 1993).
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Une zone d'hybridation n'est pas forcément stable et peut évoluer selon différents schémas
(Harrison 1990):

- Un renforcement des barrieres reproductives peut conduire a I'éimination du phénomeéne
d'hybridation. Les barrieres au flux de genes peuvent étre de type prézygotique ou
postzygotique, selon qu'elles agissent avant ou apres la fécondation. Chez les végétaux, les
barriéres prézygotiques peuvent correspondre a un décalage phénologique, a une
différenciation de I'habitat, ains qu'a une reproduction autogame. Les barriéres
postzygotiques peuvent se manifester par la létalité de I'embryon, par la stérilité de I'hybride
ou par sa dépression d'hybridité (Howard, 1993). Un isolement génétique complet peut alors
aboutir a la spéciation (spéciation par renforcement). Quelques auteurs, notamment Paterson
(1978), ont émis des objections théoriques concernant ce processus. Néanmoins, Hewitt
(1988) et Harrison (1990) relévent plusieurs exemples de zones d'hybridation dans lesquelles
un renforcement a été mis en évidence.

- Une hybridation introgressive peut conduire a la fusion des deux types parentaux: une seule
population homogene (éventuellement polymorphique) se formerait alors. La sdection va
faciliter ce processus en favorisant la survie et la dispersion des individus présentant
I'hétérosis. Les zones dhybridation représenteraient une source potentielle de nouveaux
variants. en effet, en comparaison des populations allopatriques, les zones de contact offrent
souvent un accroissement de la diversité aldique résultant des recombinaisons ou de
I'augmentation du taux de mutations (Harrison 1990).

- Enfin, une compétitivité supérieure d'un des phénotypes parentaux pourrait conduire a
I'éradication de |'autre.

1.1.4 Caracteresdescriptifsd'une zone d'hybridation

De nombreuses caractéristiques permettent de définir les zones de contact (Harrison 1990):

- L'origine de la zone, en déterminant si elle est de type primaire ou secondaire.

- L'étendue de la zone d'hybridation.

- Le réle de I'hétérogénéité environnementale dans la détermination de la structure et de la
position dela zone.

- Lanature des caracteres utilisés pour décrire et reconnaitre les taxons qui shybrident.

- L'ampleur de ladifférenciation génétique des taxons qui shybrident.
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- Lavigueur relative des individus introgresses.
- Le degré de divergence du mode reproductif al'intérieur de lazone d'hybridation.

12LAPOLYPLOIDIE

1.2.1 Définition et fréquence des polyploides

Les polyploides sont des organismes qui combinent plus de deux fois le nombre génomique
de base du groupe taxonomique auquel ils appartiennent. La polyploidie a joué un réle
fondamental dans I'évolution et la diversification des végétaux. En effet, |'estimation
indiquant que 30 & 80% des especes d'Angiospermes ont présenté au moins une fois dans leur
histoire évolutive une polyploidisation, atteste de la fréquence élevée de la polyploidisation
chez les plantes (Grant 1971, Wendel et al. 1991). En comparaison des plantes annuelles et
ligneuses, les Poaceae sont les végétaux qui présentent la plus haute fréguence de
polyploides. En effet, prés de 70% d'entre eux sont polyploides.

1.2.2 Origine des polyploides

Plusieurs mécanismes permettent d'engendrer des polyploides: la polyploidie peut provenir
d'un doublement chromosomique zygotique ou somatique ou de la fuson de deux
diplogametes (de Wet 1980). Les deux premiers mécanismes semblent se produire
extrémement rarement dans la nature. En revanche, le dernier mécanisme, correspondant a
une polyploidisation liée a la reproduction sexuée, semble étre a l'origine de la grande
majorité des polyploides. Le niveau de production de diplogametes (2n) peut varier parmi les
individus d'un méme groupe taxonomique, entre les plantes constituant une méme population,
ains qu'au sein dun méme individu (Veilleux 1985, Bretagnolle et Thompson 1995).

1.2.3 Lestypesde polyploides

Bien gue de nombreuses controverses subsistent quant a la classification des polyploides
(Soltis et Rieseberg, 1986), on en distingue généralement deux types principaux.

- Les allopolyploides. Ces polypoides résultent de la combinaison de deux génomes
homologues issus d'espéces distinctes apparentées. Leur origine est par conséquent
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polyphylétique. Ce mode de formation conduit a une hétérozygosité fixée qui minimise la
consanguinité et augmente la diversité génétique. Généralement la méiose des alopolyploides
est réguliere, de type diploide. Par conséquent, leur fertilité est élevée.

- Les autopolyploides. Ce type de polyploides posséde plusieurs copies de génomes
identiques ou homologues. Un autopolyploide peut donc se former a partir d'un seul individu,
ou résulter de croisements entre différents individus appartenant a une méme population, ou a
différentes populations de la méme espece (Bretagnolle e Thompson 1995). Les
autopolyploides ont donc une origine monophylétique et présentent une hérédité
polysomique. Précédemment, divers auteurs pensaient que les autopolyploides étaient plus
rares que les allopolyploides, a cause de leur faible pouvoir adaptatif et de leur fertilité
réduite. Néanmoins, les récentes éudes consacrées aux autopolyploides démontrent gu'ils ne
sont pas rares (Thompson et Lumaret 1992) et que leur fertilité, de méme que leur pouvoir
adaptatif sont comparables a ceux des allopolyploides (Soltis et Rieseberg 1986).

1.2.4 Flux de génes entre degrés de polyploidie

Selon une conception ancienne, encore répandue, la polyploidie correspondrait a une forme
de spéciation abrupte en provoquant un isolement reproductif plus ou moins complet entre le
polyploide et le diploide (L6ve 1960). Selon de Wet (1980), la polyploidie permettrait méme
la formation de nouvelles espéces en une seule génération. En fait, de nombreuses éudes
récentes indiquent que des échanges génétiques unidirectionnels entre diploides et
tétraploides peuvent se produire par l'intermédiaire de diplogametes (den Nijs et Peloguin
1977, Soltis et Soltis 1989, Lumaret et Barrentios 1990). Le flux de géne peut également étre
bidirectionnel, lorsqu'il seffectue par I'intermédiaire de triploides. Les triploides montrent
généralement une faible viabilité, ains qu'une faible fertilité. Chez bon nombre d'espéeces
végétales, les diploides et |es tétraploides semblent méme totalement isol és reproductivement,
a cause de la |étalité ou de la stérilité des triploides (Mintzing, 1936). Chez d'autres espéces,
un certain nombre de triploides fertiles peut étre formé. Le taux de formation de ces hybrides,
ans que leur fertilité représenteront donc des caracteres qui permettront de déterminer
I'intensité de la barriere au flux de génes entre les deux degrés de polyploidie, par
I'intermédiaire de triploides (pont triploide). En outre, le décalage phénologique constaté
entre certains diploides et tétraploides (Felber 1988a, Lumaret et Barrentios 1990, van Dijk et
al. 1991, Felber, soumis), ains qu'une augmentation du taux d'autogamie contribueront a
renforcer labarriére au flux de génes. De par leur nature, il semblerait que les autopolyploides
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puissent réaliser davantage d'échanges génétiques avec leurs ancétres diploides que les
alopolyploides. (Stebbins 1950, Grant 1971).

L e maintien des polyploides formés au sein d'une population diploide dépend donc du taux de
production de diplogamétes (Felber 1991), du taux de polyploidisation récurrente (Soltis et
Soltis 1993), aing que, dans une large mesure, du flux de genes entre les degrés de
polyploidie (Bever et Felber 1992). Les deux derniers processus contribuent a augmenter la
diversité génétique des polyploides, a diminuer leur consanguinité et, par conséquent, a
accroitre leur viabilité et leur fertilité.

1.2.5 Avantages de la polyploidie

Les auto- et les alopolyploides montrent généralement une augmentation de la diversité
allélique et du taux d'hétérozygosité, en comparaison de leurs ancétres diploides (Thompson
et Lumaret 1992, Soltis et Soltis 1993). Trois hypothéses sont généralement admises afin
d'expliquer la nature adaptative des polyploides (Bever et Felber 1992, Bever et Felber
soumis):

- Briggs et Walters (1984) ont suggéré que les aléles dél éteres seraient moins susceptibles de
sexprimer chez un polyploide que chez un diploide ("hypothése masquante").

- Bever et Felber (1992) admettent que les polyploides seraient mieux adaptés grace a
I'accroissement du nombre de copies des aléles fonctionnels. Cet effet adaptatif serait
maximaliseé s le nombre optimal d'aléles fonctionnels a un locus est supérieur a deux
("hypothese de I'effet de dosage”).

- L'hypothése de la diversité aléique, émise notamment par Stebbins (1985), suppose que
I'effet adaptatif des polyploides résulterait de I'augmentation de la diversité des aléeles
fonctionnels a un locus. Par conséquent, un individu serait susceptible d'exprimer différents
optima fonctionnels d'un gene selon I'environnement.

Chez les dlopolyploides, I'augmentation de la diversité génétique résulte de I'hétérozygosité
fixée consécutive a I'hybridation, alors que chez les autopolyploides ce phénomeéne est di a

YO T4
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I'état d'hétérozygotes plus importante induisant une augmentation du nombre de descendants
hétérozygotes (Thompson et Lumaret 1992). Par conséquent, [|'augmentation de
I'hétérozygosité chez les autopolyploides conférerait les mémes avantages génétiques qu'aux
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allopolyploides (Soltis et Rieseberg 1986). En fait, le succes relatif des allopolyploides par
rapport aux autopolyploides dépend probablement de la base génétique de |'établissement des
autopolyploides (Bever et Felber 1992).

L'augmentation de la diversité alélique et de I'hétérozygosité chez les polyploides permettrait
I'accroissement de leur vigueur gréce aleur plus grande diversité biochimique (Levin 1983 et
Stebbins 1985). Cette caractéristique donnerait aux polyploides une capacité supérieure a
répondre a des changements environnementaux (Lewis 1967) et augmenterait par conségquent
leur potentiel de colonisation et d'adaptation a de nouveaux habitats. D'autre part, I'élévation
de I'hétérozygosité rendrait également les polyploides moins susceptibles aux délétions ou
aux combinai sons génétiques défavorables (Lumaret 1988).

13 EXEMPLES DE ZONES DE CONTACT ENTRE DIPLOIDES ET
TETRAPLOIDES

Puisque la magjorité des éudes sur les zones d'hybridation ont éé conduites par des
zoologues, les taxons étudiés sont généralement diploides (Barton et Hewitt 1985, Hewitt
1989, Harrison 1990). De méme, les rares recherches se rapportant aux espéces végétales
concernent essentiellement des taxons diploides, al'exception de quel ques éudes réalisées sur
des zones de contact entre diploides et polyploides. 1l sagit notamment des recherches
effectuée par UrbanskaWorytkiewicz et Landolt (1978) sur des diploides et des
allohexaploides de Cardamine, ainsg que par Vuille (1986) sur des diploides et des
allotétraploides de Ranunculus sect. Ranuncella. D'autres éudes se rapportant a des zones de
contact entre diploides et leur autotétraploides, ont été effectuées par Glaszmann et al. (1982)
entre deux sous-especes de dactyles tétraploides, par Lumaret (1987, 1988), Lumaret et
Barrientos (1990) sur Dactylis glomerata diploide et tétraploide, par den Nijs et al. (1985) sur
Rumex acetosella tétraploide et hexaploide, par van Dijk et a. (1992) sur Plantago media
diploide et tétraploide et par Menken et a. (soumis) sur Taraxacum ruderalia diploide et
triploide.

- Urbanska-Worytkiewicz et Landolt (1978) étudierent la caryologie et I'écologie de plantes
appartenant a une population hybridogéne de Cardamine. Cette zone comprend deux taxons
diploides, dont les hybrides sont des triploides généralement stériles, ains qu'un cytotype
alohexaploide fertile. Les hybrides triploides prédominent nettement, aors que les
hexaploides demeurent confinés en marge de la population. Les auteurs ont mis en évidence
une différenciation écologique des deux taxons diploides, ains que de I'hexaploide. Une
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atération de la station originale semble étre a I'origine de la zone de contact et a entrainé la
disparition presgue totale d'un des taxons parentaux diploide. Les hexaploides paraissent se
répandre et pourraient méme supplanter les deux taxons diploides a certains endroits.

- Vuille (1986, 1990a) étudia la morphologie, la cytologie et I'écologie d'hybrides issus de
deux populations hybridogenes de Ranunculus sect. Ranuncella. Ces populations
comprennent comme cytotypes parentaux, un diploide sexué et un tétraploide facultativement
apomictique. Dans les deux cas, le tétraploide correspond a R. parnassifolius, alors que le
diploide de la premiére population est R. amplexicaulis et celui de la seconde est R.
pyrenaeus. Dans les deux situations, les diploides et les tétraploides présentent une
différenciation des habitats. L'hybridation de ces taxons conduit a la formation de
pentaploides par fusion d'une oosphéere tétraploide avec un gameéte haploide issu d'une plante
diploide. Quelques triploides ont également été trouvés dans ces populations, mais ils
demeurent rares. Dans les zones de transitions, les hybrides pentaploides sont abondants et
tendent a supplanter progressivement les tétrapl oides.

- Dans I'étude biosystématique du complexe Rumex acetosella de la péninsule ibérique, den
Nijs et a. (1985) ont constaté que la majorité des populations comprenaient des individus
appartenant a deux ou trois degrés de polyploidie différents. Dans certaines régions, des
hybridations se produiraient assez souvent entre deux taxons, particulierement entre les
cytotypes tétraploide et hexaploide, les plus fréquents.

- L'éude d'une zone de contact entre Dactylis glomerata diploide et son autotétraploide
(Lumaret et al. 1987, Lumaret et Barrentios 1988) a permis de démontrer que chague taxon
présentait une différenciation d'habitats. Les individus d'un degré de polyploidie présentaient
davantage de talles, de panicules et de graines aux endroits ou ils sont le plus répandus. Un
décalage phénologique, ains qu'une différenciation des besoins physiologiques résultant
probablement de la polyploidisation, a également été mis en évidence entre les deux taxons.
Des études enzymatiques ont été réalisées par les mémes auteurs sur cette zone de contact.
Les résultats principaux seront cités dans le chapitre 3.1. Par ailleurs, gréce a l'étude de trois
loci polymorphes appartenant & deux sous-espéeces tétraploides de dactyles, Glaszmann et al.
(1982) ont pu démontrer une corréation entre la présence de certains aléles appartenant au
premier locus des glutamate-oxaloacétate-transaminases et certains  facteurs
environnementaux, tel le taux d'humidité.

- Plusieurs popul ations de Taraxacum ruderalia comprennent un mélange des taxons diploide
sexué et triploide apomictique (Menken et a., soumis). L'étude enzymatique a permis de
mettre en évidence la présence d'un flux de genes bidirectionnel entre les deux cytotypes. Les
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échanges génétiques se réalisent par la formation de diplogametes chez le diploide sexué ou
par la présence de sexualité occasionnelle chez le triploide apomictique. Le flux de genes peut
également se réaliser grace alafusion de diplogamétes chez le diploide sexué.

- Van Dijk et al. (1992) ont étudiés une zone de contact entre Plantago media diploide et son
autotétraploide. Des croisements expérimentaux révéléerent la présence d'une barriere
prézygotique a l'autofécondation pour les deux taxons. Par conséquent, les deux cytotypes
sont strictement allogames. En revanche, aucune incompatibilité entre le pollen et le stigmate
des cytotypes différents n'a pu étre mis en évidence. Une forte barriére postzygotique a
I'hybridation existe néanmoins sous la forme d'un "bloc triploide’ qui consiste en la
dégénérescence de I'embryon triploide. Ce phénomene a pour conséquence de limiter les
échanges géniques qui seffectuent entre les deux taxons par l'intermédiaire de triploides. La
plus grande partie du flux de génes semble aors seffectuer, du diploide vers le tétraploide,
par I'intermédiaire de diplogametes. Les auteurs ont également mis en évidence un décalage
phénologique entre les degrés de polyploidie. Cette caractéristique, ainsi que la reproduction
végétative et la répartition spatiale des cytotypes permettent la coexistence en sympatrie des
deux taxons.

Le fait que les outils mathématiques utilisés pour décrire des zones d'hybridation ne sont,
pour la plupart, pas applicables aux polyploides explique probablement en partie, larareté des
études impliquant des polyploides. L'étude d'une zone d'hybridation entre un polyploide et un
diploide représente néanmoins une opportunité permettant d'appréhender la signification
évolutive et adaptative de lapolyploidie.

1.4 ENONCE DE L'ETUDE ENTREPRISE

1.4.1 Présentation destaxons é&udiés

Nous nous sommes intéressés a |'analyse d'une zone de contact entre Anthoxanthum al pinum
diploide et tétraploide trouvée par Felber au massif du Vanil Noir (&l'impression).

Le complexe polypoide Anthoxanthum odoratum L. s. lat (Poaceae) comprend 4 taxons. A.
alpinum diploide et tétraploide, ainsi qu'A. odoratum diploide et tétraploide. En Europe
occidentale, A alpinum se trouve a des altitudes plus élevées qu'A. odoratum, aors que les
taxons diploides et tétraploides des deux espéces se répartissent sur des aires
complémentaires (Felber 1986, 1988b). Les diploides se caracté&risent par 2n=10
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chromosomes et les tétraploides par 2n=20 chromosomes. A. alpinum et A. odoratum se
distinguent morphologiquement par la présence d'une lemme fertile scabre chez A. alpinum,
aors que celle d'A. odoratum est lisse (Felber 1987a). D'autre part, contrairement a A.
odoratum, A. alpinum est sensible a la rouille Puccinia sardonensis (Felber 1987b). Felber
(1988a) observa également un décalage phénologique entre les deux especes, puisque A
alpinum montre une floraison plus précoce et que I'intervalle entre I'apparition des stigmates
et celle des étamines est plus réduit que pour A. odoratum. L'origine autopolyploide d'A.
alpinum tétraploide a é&é démontrée sur des bases cytologiques par Hedberg (1970) et
Teppner (1970). N'ayant pas étudié dindividus diploides d'A. odoratum, Rosmuz (1958) et
Hedberg (1979) attribuent la méme origine autopolyploide a A. odoratum tétraploide. En
revanche, Teppner (1970) suggere que A. odoratum résulterait de la combinaison des
génomes diploides d'A. alpinum et d'A. odoratum. Gréce a une étude caryologique et
biosystématique approfondie, Felber (1987) émet I'hypothése la plus plausible: I'auteur
indique en effet qu'A. odoratum tétraploide pourrait étre apparu consécutivement a un
phénomene d'autopolyploidisation & partir d'A. odoratum diploide. Outre le critere des
valences chromosomiques, les deux taxons d'A. alpinum peuvent étre différenciés par |'éude
biométrique conjointe des cellules de garde stomatiques et des grains de pollen, puisgue les
tétraploides montrent des tailles cellulaires significativement plus éevées que les diploides
(Humbert-Droz et Felber 1992).

1.4.2 Données dé a connues

La zone de contact entre A. alpinum diploide et téraploide a d§a été I'objet de plusieurs
études se rapportant aux fertilités et aux densités respectives des deux taxons (Gauteaub 1994,
Robert, 1994, Felber, a I'impression), a leur phénologie et a leurs descendances, a des
croisements expérimentaux réalisés entre les deux degrés de polyploidie (Felber, non publié),
ains qu'aleur écologie (Maillefer 1994, Felber-Girard et al., soumis). Diverses informations
ont été apportées par ces données:

Le taux de germination déterminé sur des graines de croisements expérimentaux indique que
I'allogamie prédomine chez Anthoxanthum al pinum.

Aucune sélection contre la dépression d'hybridité n'a pu ére démontrée par I'é&ude de la
densité et de lafertilité respective des deux taxons. Par conséguent, la dynamique de la zone
de contact ne semble pas correspondre a celle d'une zone de tension. En revanche, |'analyse



Chapitre 1: INTRODUCTION GENERALE 11

écologique démontre clairement que la zone de contact est maintenue par une différenciation
écologique des deux taxons.

L'analyse cytol ogique des descendances naturelles a permis de démontrer un flux de genes du
diploide vers le tétraploide. D'autre part, la mise en évidence d'un décalage phénologique
entre les deux taxons révéle la présence d'une barriére prézygotique al'hybridation.

1.4.3 Objectifsdel'é&ude

Le but de cette recherche est de préciser la nature de la zone de contact en la comparant avec
des populations pures, ainsi que de confirmer les hypothéses dé§ja émises sur sa dynamique,
notamment de vérifier qu'il ne sagit pas d'une zone de tension, d'évaluer les barrieres pré- et
postzygotique a l'autofécondation et a I'hybridation, ains que d'apprécier la direction et
I'intensité du flux de géenes entre les deux taxons.

Nous tenterons de préciser le systéme reproductif d'Anthoxanthum alpinum diploide et
tétraploide en révélant la présence d'une éventuelle compétition entre les microgamétophytes,
ains qu'en déerminant le taux d'autogamie. D'autre part, nous nous efforcerons d'établir
I'existence d'une modification du taux d'autogamie au niveau de la zone de contact en
comparaison des populations pures, afin de définir s une différenciation du mode de
reproduction participe au maintien de la parapatrie. Le systéme reproductif représentant un
des meilleurs indicateurs des paramétres génétiques (Hamrick et Godt 1990), le taux
d'autogamie nous fournira en outre des indications quant aux potentialités d'échanges
génétiques a I'échelle de la zone de contact. L'ensemble des études se rapportant aux
interactions reproductives figurent dans le chapitre 2.

L es données génétiques nous permettront de vérifier les hypotheses émises sur les caracteres
conférant un avantage aux autopolyploides par rapport aux diploides, telles |'augmentation de
ladiversité alélique et de I'hétérozygosité. Par ailleurs, nous pourrons déterminer l'intensité et
la direction du flux de genes a I'échelle de la zone de contact, ains qu'entre celle-ci et les
populations pures. Nous tenterons également d'établir une relation entre le taux d'autogamie
et la structure génétique, ains que l'influence qu'exerce I'hétérozygosité sur la fertilité des
individus. La structure génétique, déterminée par éectrophorése, sera éudiée dans le
troisiéme chapitre.
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Dans la discussion générale réunissant |'ensemble des données, nous discuterons de la nature
de la zone de contact qui dépendra notamment de la vigueur hybride, du mode de
reproduction, de I'intensité du flux de génes, ains que des barriéres aux échanges géniques.
De par I'importance évolutive de la polyploidie, il est en effet intéressant de déterminer, par
un exemple concret, les relations pouvant exister entre un autopolyploide et son ancétre
diploide. Nous pourrons ains appréhender |es caractéres adaptatifs d'un autopolyploide, ains
gu'une partie des processus impliqués dans son établissement.



Chapitre 2:

INTERACTIONS REPRODUCTIVES

2.1 INTRODUCTION

Dans une zone dhybridation entre diploides et tétraploides, deux types dinteractions
reproductives peuvent étre observées. Les interactions entre individus d'un méme cytotype
(auto- et alogamie), ainsd que les interactions entre individus des deux cytotypes
(hybridation).

Les chances de développement de I'ovule dépendent du mode d'interactions reproductives.
Une réduction de la production des graines chez les plantes allogames facultatives est souvent
observée, lorsgue l'autogamie est contrainte. En outre, I'hybridation entre deux taxons
entraine presgue toujours une diminution de la fertilité. Cette baisse de la production de
graines en autogamie ou lors d'hybridations peut résulter de processus qui interviennent
avant la formation du zygote. Elle se traduit par l'inhibition de la croissance du tube
pollinique (barriére prézygotique). Une diminution de la fertilité peut également intervenir
apres la caryogamie, lorsque le développement du zygote avorte (barriére postzygotique). En
outre, des situations intermédiaires peuvent se produire dans le cas d'hybridation, quand le
tube pollinique pénétre dans le style mais n'atteint pas I'ovule. La présence d'une barriere
prézygotique contre |'autogamie ou contre I'hybridation est un mécanisme qui limite le
gaspillage des ovules lors de pollinisations défavorables.
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L es réactions d'auto-incompatibilité ne représentent qu'un des facteurs favorisant I'allogamie.
D'autres caractéristiques de la biologie florale, tel le décalage dans le temps entre la maturité
du pollen et la réceptivité des stigmates, facilitent également I'allogamie. Ainsi, si la présence
de réactions d'auto-incompatibilité démontre I'allogamie, |'absence de celles-ci ne laisse pas
préguger du systéme de reproduction de |'espece.

L'auto-incompatibilité constitue un mécanisme obligeant la fécondation d'un ovule par du
pollen allogame. De Nettancourt (1977) définit ce processus comme "the inability of afertile
hermaphrodite seed-plant to produce zygotes after self-pollination”. De nombreuses
phanérogames ont développé un mécanisme d'auto-incompatibilité.

L'auto-incompatibilité est sporophytique, s la réaction d'auto-incompatibilité dépend du
génotype du sporophyte et non pas de celle du gameéte. Elle est gamétophytique, si laréaction
est conditionnée par e génotype du grain de pollen (Lundqvist 1956, de Nettancourt 1977).

Apres tétraploidisation, le pollen devient diploide et porte ains deux aléles par locus. Les
interactions compétitives entre différents alléles du pollen provoquent souvent une atération
du systéeme gamétophytique dauto-incompatibilité chez les Dicotylédones. Selon de
Nettancourt (1977), le systéme d'auto-incompatibilité gamétophytique n'est pas altéré chez les
Monocotylédones. Cependant, cette affirmation ne tient pas compte des résultats de
Lundgvist (1957), qui a observé une dtération de ce type chez le seigle: chez des
autotétraploides obtenus aprés un traitement a la colchicine, I'auteur n'a en effet, jamais
observé des plantes totalement auto-incompatibles.

Plusieurs observations relatives au comportement reproductif ont été obtenues chez A.
odoratum. Bien qu'aucune numération chromosomique n'ait été effectuée, il sagit
certainement d'A. odoratum tétraploide, compte tenu de la localisation géographique des
plantes étudiées. Heslop-Harrison (1982) n'a pas observé de réaction d'inhibition du pollen
chez A. odoratum lors d'autofécondations. Cependant, cette observation ponctuelle est
difficile a géné&adliser. Ainsi, Antonovics (1968) a observé un degré d'autogamie plus
important dans des populations tolérantes aux métaux lourds que dans les prairies
environnantes non contaminées. Sur d'autres provenances, Wu et Jain (1980) n'ont pas obtenu
de graines aprés autofécondation. Ces données indiquent que le systéme reproductif peut
varier d'une population al'autre.

Chez les Poacées, |e systeme d'auto-incompatibilité est de type gamétophytique et implique
deux loci indépendants (S et Z), chacun d'eux éant contrélé par plusieurs alléles. Laréaction
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d'incompatibilité se produit lorsque deux aléles du microgamétophyte se retrouve dans le
génome maternel (Lundgvist 1956). Wehling et al. (1994) ont proposé un modéle pouvant
expliquer la réaction d'auto-incompatibilité chez le seigle (Secale cereale L.). Il implique la
présence de récepteurs S et Z, spécifiques (sans doute de type protéine kinase), qui seraient
situés dans la membrane plasmique du grain de pollen. Ces récepteurs pourraient se lier de
mani ére indépendante aux molécules S et Z (ligands) de la papille stigmatique. Laréaction de
liaison activerait une kinase intracellulaire, déclenchant ains une réponse a l'intérieur du
microgamétophyte. L'activation de tous les récepteurs S et Z conduirait a un important aflux
de Ca2* al'intérieur du grain de pollen. La réaction d'auto-incompatibilité se produirait dés
que le taux de Ca2* aurait dépassé un seil critique. Les produits des génes S et Z ne sont pas
encore connus. Cependant, en cas d'incompatibilité, on observe un dépbt de callose dans les
tubes et les grains de pollen correspondant a une réaction d'inhibition secondaire. Chez les
Poacées, I'inhibition du pollen incompatible tend a étre immédiate (Hayman, 1956), car elle
se produit au niveau de la surface stigmatique et non pas dans le style. Chez certaines especes
(comme Secale cereale et Gaudinia fragilis), I'arrét de la croissance des tubes polliniques
incompatibles peut d§ja se produire environ 5 minutes apres la pollinisation (de Nettancourt
1977),

Des réactions dincompatibilité intraspécifiques, interspécifiques, intergénériques ou
interfamiliales peuvent également se produire. Ces mécanismes peuvent participer a
I'isolement reproductif de différentes formes a l'intérieur des espéces, voir méme, selon de
Nettancourt (1977) a la formation de genres ou de familles. Ces barrieres a I'hybridation
peuvent étre soit prézygotiques, soit postzygotiques. Chez A. odoratum, Hedop-Harrison
(1982) a déterminé une faible inhibition pour les grains de pollen de Gaudinia fragilis, alors
gue la croissance des tubes polliniques de Secale cereale et Elymus arenarius était quelque
peu retardée, bien qu'un certain nombre de tubes pouvaient pénétrer dans le stigmate. En
revanche, |'auteur a montré que la croissance des tubes polliniques de Dactylis glomerata et
de Alopecurus pratensis n'était pas inhibée sur les papilles stigmatiques d'A. odoratum.

A notre connaissance, la présence d'une barriére prézygotique a I'hybridation entre diploides
et polyploides a rarement éé éudiée. Lundgvist (1962) pollinisa des plantes diploides de
Festuca pratenss par du pollen diploide issus dindividus autotétraploides produits
artificiellement par un traitement a la colchicine. L'auteur nota que les grains de pollen
diploides germaient sur les stigmates diploides, mais que leur croissance était moins rapide
gue celle du pollen haploide.
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Les travaux que nous avons Cités portent sur des expérimentations en laboratoire et en jardin
expérimental. Quelgues données concernant |'effectif de populations de microgamétophytes
en condition naturelle ont été publiées. La taille de cette population est souvent inférieure a
celle du nombre de grains de pollen en contact avec la surface stigmatique, puisque tous les
grains de pollen ne germent pas (Levin 1990). L'effectif de la population de
microgamétophytes peut représenter un facteur limitant pour la production de graines
(Mulcahy et Mulcahy 1987). Si  le nombre de microgamétophytes est supérieur au nombre
d'ovules, aors une compétition microgamétophytique peut sétablir.

Le but de notre travail est de déterminer si une barriére prézygotique contre I'autogamie ou
I'hybridation existe chez Anthoxanthum alpinum . Les résultats obtenus nous permettront
d'établir s les plantes de la zone d'hybridation et celles des populations pures présentent un
comportement reproductif différent. La présence d'une barriére contre I'hybridation dans la
zone de contact et son absence dans les populations pures démontrerait que cette barriere se
serait développée dans la zone d'hybridation, consécutivement au contact des deux taxons.

Par les pollinisations réalisées en conditions naturelles, nous chercherons a établir le nombre
de microgamétophytes sur les papilles stigmatiques et le taux dinhibition des grains de
pollen. Nous saurons ains s la population de microgamétophytes est suffisante ou déficitaire.
En outre, il sera éabli s le nombre de grains de pollen dépend de la densité des plantes, du
nombre de fleurs par plantes ou sil est en relation avec le nombre de graines viables et la
réaction d'auto-incompatibilité. Un taux élevé de consanguinité peut résulter de fécondations
entre individus apparentés. Dans ce cas, s un mécanisme d'auto-incompatibilité existe, le
taux dinhibition relevé en conditions naturelles serait plus élevé dans les populations
comprenant un important taux de consanguinité. Le taux de consanguinité pourra étre
déterminé grace aux données éectrophorétiques (indice de fixation F ou déficit en
hétérozygotes, voir prochain chapitre). Si une barriére contre I'hybridation existe, on
observera un taux d'inhibition plus éevé dans la zone de mélange, en comparai son des zones
pures.

Accessoirement, le nombre de microgamétophytes observé en conditions naturelles nous
permettra de vérifier s ce nombre correspond a celui des expérimentations.

Le taux dinhibition observé en conditions naturelles dépend des effets conjugués de la
population microgamétophytique, de I'autogamie, de |'allogamie et, pour la zone de contact,
de I'hybridation. Afin de comprendre les facteurs qui interferent sur le taux dinhibition

A lH

observé "in situ”, différentes expériences ont été réalisées en laboratoire.
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Nous avons donc effectué deux types d'expériences. En premier lieu, nous avons déterminé le
nombre de microgamétophytes, ains que le taux dinhibition sur des stigmates pollinisés en
conditions naturelles. En second lieu, nous avons réaise des pollinisations 'in vitro', afin de
déterminer les variations du taux d'inhibition pollinique en auto- et en alogamie ains que lors
d'hybridations.

22 MATERIEL ET METHODES

2.2.1 Populations étudiées.

La zone de contact entre Anthoxanthum alpinum diploide et A. al pinum tétraploide se situe
dans le Massif du Vanil Noir (cantons de Fribourg et Vaud, Suisse). Felber (non publié) a
établi 9 transects . Nous avons récolté des individus appartenant a deux d'entre eux, désignés
ci-dessous par leslettresx et y:

- Letransect x ou le diploide occupe e versant sud-est et le tétraploide le versant nord-ouest
delacréte.

- Letransect y ou les deux taxons se cotoient sur le méme versant sud-est, avec le tétraploide
situé a une atitude plus élevée que le diploide.

Deux types d'échantillonnage ont éé effectués. L'échantillonnage complet sur une petite
surface (échantillonnage serré) consistait a cartographier les plantes croissant sur une aire de
4.8 436 m2. Pour ce faire, tous les individus d'une surface permanente éaient prélevés en
notant leurs coordonnées par rapport a une origine arbitraire. La surface cartographi ée devait
comprendre une centaine d'individus pour chaque zone et chaque population pure et environ
300 plantes pour la zone de mélange, afin d'assurer la présence d'une centaine d'individus par
cytotype. L'échantillonnage lache comprenait des plantes récoltées sur une plus grande
surface, en maintenant une distance dau moins 1 métre entre les individus. Ce type
d'échantillonnage permettait de limiter les risgues de consanguinité entre les plantes.

En 1991, nous avons récolté des individus diploides et tétraploides provenant des zones pures
destransects x et y de lazone de contact (échantillonnage 1&che, cf figurela).

L'année suivante, afin de déterminer les interactions entre les individus de chaque population,
nous avons chois de cartographier et de prélever toutes les plantes croissant sur une aire
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donnée (désignée ci-dessus comme zones a échantillonnage serré). En 1992, nous avons donc
cartographié diverses zones appartenant au transect y de la zone de contact (cf figure 1b),
ains que deux populations pures proches du Massif du Vanil Noir. Les stations de récoltes
étaient les suivantes:

- Zones pures, échantillonnage serré (appelées zones restreintes), diploide et tétraploide du
transect y.

- Zone de mélange du transect y, dans laguelle les deux taxons poussent cOte a cote.
- Population pure diploide du Moléson (Fribourg).

- Population pure tétrapl oide de la Dent-de-Lys (Fribourg).

La phénologie de chaque individu a été relevée pour chaque zone cartographiée.

En 1993, nous avons cartographi é deux autres populations pures (échantillonnage serré):
- Population pure diploide de la Videmanette (Vaud).
- Population pure tétrapl oide des Rochers de Naye (Vaud).

La méme année, nous avons complété notre échantillonnage en récoltant, sans les
cartographier, environ 70 plantes pour chaque zone pure diploide et tétraploide du transect y.
Puisque I'échantillonnage était 1&che, nous avons appelé ces échantillons zones pures larges,
par opposition aux zone pures restreintes .

Toutes les plantes récoltées ont été cultivées en jardin expérimental, afin de pouvoir réaliser
les pollinisations |e printemps de I'année suivante.

2.2.2 Détermination du nombre chromosomique.

L es analyses cytologiques ont été effectuées sur des méristemes racinaires, selon la méthode
de Felber (1986): Le matériel était prétraité et coloré selon la méthode de Oestergren et
Heneen (1962). Les méristémes étaient alors ramollis pendant 3 heures dans une solution
composee de pectinase 5% et de cellulase 3%. Le nombre chromosomique des plantes
provenant des zones et des populations pures avaient éé déterminé au préalable par Felber
(1986). Nous avons vérifié ce nombre chromosomique en effectuant des comptages sur 20
plantes par site. En revanche, de par la nature de la zone de mélange, la détermination du
nombre chromosomique de chagueindividu était indispensable.
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Lorsque I'observation caryologique n'a pas pu étre possible, le degré de polyploidie a é&é
déterminé par la mesure de la taille des grains de pollen, selon la méhode de Humbert-Droz
et Felber (1992), ou par l'andyse des alozymes révélés par éectrophorése. Ceux-Ci
permettaient de déterminer si 1a valence chromosomique était tétraploide.

2.2.3 Stade phénologique des plantes.

L e stade phénol ogique de chagque plante a été noté pour les zones cartographiées selon |'indice
de Grant et Antonovics (1978, dans Felber 1988). En premier lieu, on attribue des stades
phénologiques a chaque épi. On leur donne alors les valeurs suivantes: 1 a |'apparition de
I'épillet hors delagaine; 2 al'épillet entierement dégagé de la gaine; 3 aux stigmates visibles;
4 aux étaminesvisibles; 5 al'épillet brun. L'indice équivaut &

a+2b+3c+4d+5ela+b+c+d+e

ou a, b, ¢, d et e représentent le nombre d'épis pour chacun des états phénol ogiques décrits ci-
dessus.

2.2.4 Etude des stigmates pollinisés natur ellement.

Dans chague zone cartographiée en 1992, nous avons récolté un épillet par inflorescence, sur
environ un individu sur deux. Le choix de |'épillet reposait sur son état phénol ogique, puisque
le stigmate devait avoir dépassé son stade de réceptivité, afin que des grains de pollens se
soient d§a déposés sur sa surface. En revanche, les stigmates ne pouvaient étre prélevés trop
tardivement, car un champigon se développe sur les papilles stigmatiques relativement peu de
temps apres la fin de leur période de réceptivité. La présence de ce mycélium ne permettait
plus de distinguer au microscope les grains de pollens et les tubes polliniques. Nous avons
aing récolté les épillets de:

- 57 plantes issues de la zone diploide pure appartenant ala zone de contact.
- 21 plantes de |a zone tétrapl oide pure de la zone de contact.

- 14 individus diploides et 53 tétrapl oides provenant de la zone de mélange.
- 45 plantes du Mol éson.

- 42 individus de la Dent-de-Lys
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Les épillets récoltés ont été fixés dansdu FAA (formol; alcool 80%; acide acétique. 1:8:1), et
pouvaient se conserver ains plusieurs mois a 4°C. Avant |'observation du matériel, les
épillets étaient disségqués afin de ne conserver gue l'ovaire, les deux styles et les stigmates. Le
matériel éait alors rincé dans de |'eau digtillée puis éclairci durant 2 heures dans une solution
de NaOH 9N. Aprés deux ringages successifs a I'eau digtillée, les styles éaient ensuite

plongés dans un colorant composé de 0.1% de Bleu d'aniline "water-soluble” dissout dans une
solution 0.1N de K3PO4, (Martin 1959, Kho et Baer 1968).

Le matériel pouvait étre observé au microscope a fluorescence aprés 15 min d'incubation dans
le colorant.

Le bleu d'aniline est un fluorochrome qui se fixe sélectivement sur la callose. Les tubes
polliniques qui font I'objet d'une réaction d'auto-incompatibilité, présentent un épaissi ssement
de la paroi callosique. Ils deviennent par conséquent plus chromophiles que des tubes
polliniques non inhibés. Des essais que nous avions préalablement effectués en laboratoire
ont montré que les tubes compatibles atteignaient généralement I'ovule déja deux heures apres
la pollinisation. Les tubes inhibés et non inhibés ont été distingués par leur longueur. Nous
avons par conséquent déterminé que les tubes n'ayant pas atteint la partie supérieure du style
étaient inhibés, a I'opposé des tubes ayant d§a amorcé la "descente" en direction de I'ovule
(cf figure 2a et 2b).

2.2.5 Etude des stigmates cultivés " in vitro" et pollinisés artificiellement.

Nous avons utilisé des individus cultivés en jardin expérimental, provenant de diverses
populations. Les plantes furent protégées du pollen exogene grace a un sachet en papier et
chacune d'eélles fut émascul ée deux fois par jour afin d'éviter qu'elle ne sautoféconde. Selon la
méthode décrite par Lundqvist (1961), les épillets, dont I'émergence des stigmates était juste
perceptible, étaient récoltés en fin d'aprés-midi. Ils étaient ensuite répartis danstrois boites de
pétri contenant le milieu de culture standard Murashige and Skoog (1962), pour autant que le
nombre d'épillets soit suffisant. Le matin suivant la récolte des épillets, les stigmates avaient
émergeés presque totalement et étaient devenus réceptifs. Nous prélevions alors en tout début
de matinée les étamines nécessaires a la pollinisation. Elles éaient alors placées dans une
passoire a thé, au dessus de la boite de pétri contenant les épillets, et étaient broyées afin d'en
libérer le pollen. Lorsque le nombre d'éamines a |'anthese était suffisant, nous utilisions un
rapport étamines-épillets équivalant a 1:1.



Chapitre 2: INTERACTIONS REPRODUCTIVES 21

Chacune des trois boites correspondait a un traitement différent:

- Dans la premiére, la pollinisation était effectuée par du pollen issu de la méme plante que
les épillets. Elle correspondait a une reproduction de type autogame.

- La seconde était pollinisée par un mélange de pollen provenant de diverses plantes de taxon
identique a celui des épillets, en excluant le pollen autogame. Il sagissait donc d'une
pollinisation allogame.

- La troiseme recevait un mélange de pollen de plantes de l'autre taxon. Ce traitement
correspondait & une hybridation.

Les épillets étaient fixés deux heures apres la pollinisation, délai qui garantissait la détection
d'une réaction d'incompatibilité. Apres fixation, les épillets furent traités de fagon identique a
ceux de I'expérience précédente.

Lors de la premiere année dexpérimentation (1992), nous avons utilisé des individus
échantillonnés au hasard dans les zones pures diploides et tétraploides des transects x et y (cf
chapitre 2.1). Les expériences d'autogamie et dhybridation n'ayant pu se dérouler
parallelement, nous les réalisdmes de fagons successives, avec pour chacune d'élles, une série
de pollinisations allogames afin de pouvoir comparer les divers traitements. En 1993, les
pollinisations concernérent les plantes cartographiées du Moléson et de la Dent-de-Lys. En
1994, elles serapportérent aux plantes diploides et tétraploides des zones pures de la zone de
contact, ainsi qu'a quelques individus des populations pures de la Videmanette et des Rochers
de Naye. Pour les années 1993 et 1994, les traitements "autogames', "alogames' et
"hybridation" ont pu se dérouler parallélement Pour chaque plante et chague traitement, nous
avons réalisé 1 a 7 répétitions. Chague boite pouvait contenir 1 & 15 épillets. Le nombre
d'individus impliqués pour chague station figure dans e tableau 1.

2.2.6. Analyses statistiques
2.2.6.1 Etat phénologique des plantes

La comparaison des indices phénologiques entre chaque zone a été réalisée grace a un test u
de Mann-Withney.
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2.2.6.2 Nombre total de microgamétophytes

L'influence des facteurs sur le nombre total de microgamétophytes a été évaluée par une
analyse de variance a facteurs emboités (PROC GLM sur SAS). Une transformation 1og10
(x+1) aéé utilisée pour normaliser la distribution des données. Deux analyses de variances
ont été nécessaires, afin de prendre en compte les deux facteurs de provenance, soit e facteur
zone (zone de contact ou population pure) et le facteur population (zones diploide ou
tétraploide pures, restreinte de la zone de contact, zone de mélange, Moléson, Dent de Lys).
En effet, en intégrant ces deux facteurs dans une méme analyse, le nombre de degrés de
liberté se réduisait a 0. Les analyses de variance concernant les autres expériences ont
également été dédoubl ées, puisque les mémes facteurs de provenance intervenaient.

La comparaison du nombre de microgamétophytes entre les diverses zones a été réalisée par
un test u de Mann-Withney.

2.2.6.3 Inhibition en conditions naturelles.

Deux analyses de variance a facteurs emboité (PROC GLM sur SAS), incluant comme
covariable le nombre total de microgamétophytes, ont permis de déterminer I'influence de
facteurs sur le nombre de tubes polliniques inhibés, ains que la vaeur de la constante
multipliant la covariable. Cette constante correspond a la pente de la régression entre la
covariable et lavariable. Elle a été déterminée pour chague zone (cf tableau 1). Pour cefaire,
la distribution a également été normalisée par une transformation logl10 (x+1) delavariable et
delacovariable.

Nous avons comparé le taux dinhibition pollinique entre les diverses zones étudiées par un
test u de Mann-Withney. Nous avons utilisé ce méme test pour comparer les taux de tubes
inhibés. Afin d'éiminer I'influence de la covariable, nous avons travaillé sur les résidus de la
régression réalisée entre le nombre total de tubes (covariable) et le nombre de tubes inhibés
(variable). Les résidus ont éé déterminés en soustrayant le nombre de tubes inhibés par la
constante de la covariable multipliée par |e nombre total de tubes:

Résidus=nombre de tubes inhibés-(constante x nombre total de tubes)
(variable) (covariable)
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Les résidus correspondent au taux d'inhibition, dont I'effet de la covariable a éé soustrait. Ils
ont éé dénommeés pour la suite du travail, taux d'inhibition.

L es pentes de régressions étant significativement différentes, nous avons utilisé pour calculer
les résidus, la constante de la covariable déterminée pour la zone correspondante.

D'autre part, les covariations entre diverses variables et le taux de tubes polliniques inhibés
furent mises en évidence par des régressions linéaires. Une transformation logarithmique des
variables garantissant une meilleure répartition des points fut réalisée pour les régressions
concernant le nombre total des tubes polliniques observés et la fréquence des tubes
polliniques inhibés. Dans ce cas, I'éguation de la droite fut calculée en contraignant son
passage par l'origine. Les représentations en trois dimensions des surfaces cartographiées
selon la densité des plantes par m2 et selon le taux dinhibition des tubes polliniques ont été
réalisées par le programme UNIMAP.

2.2.6.4 Inhibition en cas de pollinisations réalisées in vitro.

Comme pour I'expérience précédente, I'influence des divers facteurs sur le nombre de tubes
inhibés a été déterminée par deux analyses de variance a facteurs emboités incluant |e nombre
total de grains de pollen comme covariable. Nous avons soustrait I'effet de cette covariable au
nombre de microgamétophytes inhibés selon la méthode décrite dans 2.2.5.3. Comme les
pentes des régressions n'éaient pas significativement différentes, nous avons utilisé pour
calculer les résidus, la constante de la covariable déterminée pour le taxon correspondant,
lorsgue les comparaisons concernaient deux zones diploides ou deux zones tétraploides. La
valeur de la constante calculée pour I'ensemble des zones a été considérée en cas de
comparaisons impliquant deux zones de taxons différents (cf tableau 11). La comparaison du
nombre corrigé de tubes inhibés entre les différents traitements, les taxons et |les populations a
été déterminée a l'aide du test u de Mann-Withney. Des régressions identiques a celles du
chapitre 2.2.5.3 ont été appliquées a ces données.

2.2.6.5 Comparaison des droites de régression.

L es comparaisons des pentes obtenues par |es régressions effectuées entre le log10 (x+1) du
nombre de tubes inhibés et e 1ogl0 (x+1) du nombre total de tubes ont été réalisées selon la
méthode décrite par Hald (1952).
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2.3 RESULTATS

2.3.1 Etude des stigmates pollinisés naturellement.
2.3.1.1 Décalage phénologique entre |les zones étudiées

L es comparaisons des indices phénologiques (cf tableau I11) ne présentent un sens biologique
gue pour les zones pures de la zone de contact, car ces sites sont les seuls, dont les plantes ont
été récoltées le méme jour. On constate que les tétraploides présentaient un indice
phénologique significativement plus élevé, donc une floraison plus avancée que les diploides.

En revanche, les autres comparaisons des indices phénologiques apparaissant dans le tableau
[l pourraient nous permettre d'expliquer les éventuelles variations du nombre moyen de
microgamétophytes relevées entre les diverses zones.

2.3.1.2 Taille de la popul ation de microgamétophytes

Le nombre total de microgamétophytes varie significativement selon le taxon, et I'individu
considéré, comme le démontre I'analyse de variance (cf tableau 1V). Lorsgu'on considére la
seconde analyse, dans laquelle intervient le facteur population, le nombre de grains de pollen
varie significativement selon I'individu considéré, ains que selon I'épillet (cf tableau V).

Les résultats des comparaisons du nombre total de microgamétophytes par stigmate des
diverses zones sont les suivants (cf tableau V1):

- Les diploides de la zone de mélange présentent un nombre de microgamétophytes plus
faible que les diploides de la zone pure de la zone de contact, ainsi que ceux du Moléson.

- Les diploides de la zone pure de la zone de contact ont un nombre de microgamétophytes
inférieur acelui des tétraploides de la zone pure.

- Les individus diploides du Moléson présentent davantage de microgamétophytes par
stigmate que les plantes tétraploides de la Dent-de-Lys.

- Aucune différence significative n'a été relevée entre les tétrapl oides des trois provenances.

- Les diploides et les tétraploides de la zone de mélange ne montrent pas de différences
significatives.
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L es stigmates de la zone pure tétraploide de la zone de contact, ainsi que ceux de la Dent-de-
Lys ne montrent presque jamais un nombre de microgamétophytes supérieur a 9, a l'opposé
des épillets des autres provenances qui peuvent en présenter jusgu'a 97 (cf figures3a 8). La
proportion d'épillets comprenant au moins 2 grains de pollen germés sééve au minimum a
environ 55%, pour les individus diploides et tétraploides de la zone de mélange, et a environ
75% pour les plantes du Moléson.

D'autre part, les régressions n'ont pas permis détablir de relations entre le nombre de
microgameétophytes et les variables, telles la densité des plantes au m2, le nombre de fleurs
ou le nombre de caryopses bien formés.

2.3.1.3 Taux d'inhibition

Le taux dinhibition pollinique observé varie significativement selon I'individu considéré,
ains que selon la zone et la population dont il est issu (cf tableau VII et VIII). Le degré de
polyploidie n'influence le taux dinhibition que lorsqu'on prend en compte le facteur zone
(zone de contact ou populations pures, cf tableau VII). En outre, la covariable correspondant
au nombre total de tubes est toujours significative. Cette covariation est confirmée par des
régressions linéaires positives pour I'ensemble des populations, ainsi que pour les populations
considérées séparéement (cf figures 9 a 15).

La comparaison du taux de tubes inhibés entre les échantillons montre les différences
significatives suivantes (cf tableau IX):

-pour chaque taxon, les individus des zones de mélange présentent un taux d'inhibition plus
faible que les plantes de méme degré de polyploidie provenant des zones et des populations
pures.

-en revanche, aucune différence significative n'a été relevée entre les taxons de la zone de
mélange, des zones pures et des populations pures. De méme, les diploides et les tétraploides
ne présentent pas un taux d'inhibition différent entre les zones pures et |es popul ations pures.

Les représentations graphiques des surfaces cartographiées en fonction de la densité des
plantes et du taux d'inhibition pollinique sont présentées sur les figures 16 a 22. La densité
des plantes et le taux d'inhibition pollinique de la zone de méange montrent une structure
plus irréguliere que celle des zones pures et des populations pures. Cependant, aucune
corréation significative entre le taux d'inhibition des tubes polliniques et ladensité n'a pu étre
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démontrée. En outre, nous n‘avons pu établir aucune corrélation entre le taux d'inhibition et le
nombre de fleurs, le nombre de graines ainsi que lafertilité.

2.3.2 Etude des stigmates pollinisés artificiellement.

Le tableau X montre, qu'en cas de pollinisations artificielles, le nombre moyen de grains de
pollen par stigmates est comparable pour chaque provenance et qu'il est toujours supérieur a
celui observeé sur les épillets pollinisés naturellement (entre 1.3 et 4.5 fois).

L es analyses de variance impliquant soit |e facteur zone, soit le facteur population offrent des
résultats similaires. La plante considérée, ains que le type de reproduction (autogamie,
alogamie ou hybridation), représentent les seuls facteurs influencant significativement le taux
d'inhibition des tubes polliniques (cf tableau XI et X11). Comme pour les stigmates pollinisés
naturellement, les régressions démontrent en effet, que le taux de tubes inhibés augmente
avec le nombre total de tubes, sur I'ensemble des populations et pour chaque population
considérée separément (cf figures 23 a 33).

Le tableau XII1 compare les taux moyens dinhibition des tubes polliniques relevés sur les
plantes récoltées en 1992. Les deux différences significatives suivantes y sont observables:

- lesindividus diploides du transect y montrent un taux d'inhibition plus élevé en autogamie
gu'en alogamie.

- les plantes de la zone de contact (transect x et y) pollinisés de fagon autogame présentent un
taux d'inhibition plus élevé qu'en allogamie.

Méme s les différences ne sont pas significatives, on remarque de maniéere générale que les
tétraploides tendent a présenter un taux dinhibition plus faible en autogamie que les
diploides.

L a conparaison du taux de tubes polliniques inhibés releve sur les plantes récoltées en 1993 et
1994 est exprimée par type de pollinisation et par population dans le tableau XIV. Les
différences significatives suivantes, concernant uniquement les traitements autogamesy sont
observées:

- dans |a zone de contact, |es diploides présentent un taux d'inhibition plus important que les
tétraploides.
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- les plantes tétraploides de la zone de contact ont un taux d'inhibition également plus faible
que cellesde la Dent-de-Lys.

- les individus des Rochers de Naye montrent une inhibition plus faible que les plantes
provenant des populations pures dela Dent-de-Lys et du Moléson et de laVidemanette.

- on observe, a I'exception de la Dent-de-Lys, un taux dinhibition plus faible en autogamie
pour les tétraploides, en comparaison des diploides.

L es comparaisons des reproductions autogames-all ogames montrent que pour toutes les zones
étudiées, le taux d'inhibition en autogamie est significativement plus élevé qu'en alogamie.

En cas d'hybridation, les comparaisons du taux dinhibition pollinique entre les diverses
populations étudiées ne montrent jamais de variations significatives. De méme, ce taux en
dlogamie et lors d'hybridation ne différe pas significativement au sein dune méme
popul ation.

Le taux dinhibition des grains de pollen pour les trois types de traitements sont représentés
sur lafigure 34.

Les comparaisons effectuées sur le taux dinhibition incluant la covariable fournit des
résultats identiques a ceux obtenus ci-dessus.

2.3.3 Comparaison des deux types d'expériences.

Nous avons comparé pour chague population les traitements autogames et alogames des
stigmates pollinisés artificiellement a ceux pollinisés naturellement (cf tableau XV).

Bien que toutes les différences soient significatives, nous observons dans chague cas un taux
d'inhibition en conditions naturelles plus proche du taux d'inhibition "in vitro" allogame que
du taux "autogame".
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2.3.4 Comparaisonsdes droitesderégressons

Pour les pollinisations réalisées en conditions naturelles, les comparaisons des coefficients de
détermination des régressions entre le nombre de tubes inhibés et le nombre tota de
microgameétophytes montrent |es différences significatives suivantes (cf tableau XV1):

- dans la zone de contact, les individus tétraploides de la zone de mélange présentent une
pente plus élevée que celles de la zone pure.

- pour les zones pures de la zone de contact, la pente de larégression est plus importante pour
les diploides, en comparaison des tétraploides.

- les individus tétraploides de la Dent-de-Lys présentent une pente plus faible que celle
déterminée pour les plantes de méme taxon provenant de la zone de mélange, ainsi que de la
zone pure de la zone de contact.

- globalement, les tétraploides ont une pente plus faible que les diploides. Par conségquent en
comparaison des diploides, le taux d'inhibition pollinique des polyploides est moins sensible a
I'augmentation du nombre de microgamétophytes sur les papilles stigmatiques.

En revanche, lorsque seules les pollinisations réalisées "in vitro" sont considérées, aucune
différence significative n'a pu étre mise en évidence.

En comparant |es pentes cal cul ées dans les deux types d'expériences, pour les zones de méme
type et de taxons différents, on ne reléve des différences significatives que pour les zones
tétraploides. En effet, ces dernieres montrent des pentes de régression plus éevées pour les
pollinisations effectuées "in vitro" par rapport a celles observées en conditions naturelles.

2.4 DISCUSSION

2.4.1 Etude des stigmates pollinisés naturellement.
2.4.1.1 Décalage phénologique entre les diverses zones étudiées.

Au niveau de |la zone de contact, considérée globalement, nos résultats confirment ceux de
Felber (al'impression): lorsgue les deux taxons croissent sur le méme versant, les tétraploides
présentent une floraison plus précoce que celle des diploides.
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Les relevés phénologiques peuvent nous fournir de précieuses indications pour expliquer des
résultats concernant les pollinisations réalisees en conditions naturelles, notamment pour les
études du nombre de microgamétophytes observé sur les stigmates ou le taux dinhibition
pollinique.

2.4.1.2 Taille de la popul ation de microgamétophytes.

Si la pollinisation est synchrone, une compétition sinstaure entre les microgamétophytes, dés
gue ces derniers sont au nombre de deux, puisque, chez Anthoxanthum alpinum, un épillet ne
comprend qu'un seul ovule. Cette compétition peut se réaliser souvent en conditions
naturelles, car il arrive fréquemment que le stigmate accueille plus de grains de pollens que
la quantité nécessaire a la fertilisation de tous les ovules (Mulcahy et a. 1983, Walsh and
Charlesworth, 1992). Chez Anthoxanthum alpinum diploide et tétraploide, c'est le cas pour
environ 57% des individus étudiés (cf figure 3 & 8). En rédlité, la compétition se produit
certainement dans une proportion moindre de pitils, car les grains de pollen ne se déposent
pas toujours de maniére ssimultanée sur les papilles stigmatiques (Levin 1990). En outre, il
existe une variation importante du nombre de microgamétophytes par pistil, comme |'avait
d§a constaté Levin (1990) pour Phlox drummondii. L'environnement compétitif des
microgamétophytes change donc d'un épillet a l'autre, méme s I'épillet provient de la méme
inflorescence.

Les individus tétraploides de la population de la Dent-de-Lys, ains que ceux de la zone pure
tétraploide de la zone de contact présentent un nombre moyen de microgamétophytes
particulierement bas. Pour les tétraploides de la zone pure de la zone de contact, I'explication
de ce phénomeéne pourrait provenir du décalage phénologique entre les deux taxons. Nous
avons en effet déterminé que les tétraploides de la zone de contact fleurissaient avant les
diploides. Larécolte des stigmates a pu donc se dérouler alafin de la période de floraison des
tétraploides, alors que peu d'épillets étaient & I'anthése et pouvaient féconder des stigmates
réceptifs. Cette période coincidait avec I'optimum de la floraison des diploides. Ce décalage
phénologique expliquerait également les vaeurs intermédiaires enregistrées dans la zone de
mélange. Le nombre de microgamétophytes déposé sur les stigmates des plantes diploides
serait diminué, dans cette zone, par l'influence des tétraploides. Inversément, ces derniers
bénéficieraient de I'importante quantité de pollen provenant des diploides, qui se trouvaient
en phase optimale de floraison. Ce phénomene pourrait donc constituer une opportunité ala
réalisation d'un flux de géne du taxon diploide vers e tétraploide.



Chapitre 2: INTERACTIONS REPRODUCTIVES 30

Lafaible quantité de microgamétophytes présents sur les papilles stigmatiques des plantes de
la Dent-de-Lys ne résulterait pas de différences dans la période de floraison, puisque les
indices phénologiques ne différent pas des indices déterminés au Moléson (cf tableau I11).
Cependant, le nombre de microgamétophytes dépend de multiples facteurs
environnementaux, tels les conditions météorol ogiques, |a présence de bétail, etc..., qui ont pu
induire cette faible valeur.

En comparant le nombre moyen de microgamétophytes par ovule observé dans les zones
pures en floraison optimale (zones diploide et tétraploide pures de la zone de contact et
Moléson), aux données relevées par quelques auteurs sur diverses especes, on constate que
nos valeurs sont particuliérement élevées. En effet, chez Epilobium canum, Snow (1986)
détermina une moyenne de 2 microgamétophytes par ovule, chez Polemonium viscosum
Galen et Newport (1988) observerent environ 3 microgamétophytes par ovule, et Levin
(1990), chez Phlox drummondii trouva une moyenne de 4.73 microgamétophytes pour chague
ovule, alors que nos valeurs moyennes sont de 8.5 pour la zone diploide pure et de 6.97 pour
le Moléson. Le mode de pollinisation pourrait constituer I'explication de ce phénomeéne,
puisque les especes étudiées par les auteurs cités ci-dessus sont entomophiles, aors
qu'Anthoxanthum al pinum est anémophile.

L es valeurs moyennes du nombre de microgamétophytes par pistil, ains que les régressions
significatives entre le taux dinhibition et le nombre de grains de pollen présents sur les
stigmates pollinisés naturellement, démontrent bien I'existence d'une compétition entre les
microgamétophytes. Le niveau sélectif de cette compétition augmente avec le nombre de
microgamétophytes. Cette sdlection gamétophytique semblerait correspondre a un phénomeéne
adaptatif: comme un certain nombre de genes sexpriment dans e grain de pollen, Mulcahy et
Mulcahy (1987) suggerent qu'une séection des génes sexprimant au niveau
microgamétophytique pourrait sopérer ainsi. La compétition entre tubes polliniques
diminuerait par conségquent le degré de variation du sporophyte résultant, ce qui établirait une
corréation positive entre les qualités du gamétophyte et celles du sporophyte (Mulcahy et al.
1983). Les résultats de Johnson et Mulcahy (1978) ont montré que par la sélection de tubes
polliniques a croissance rapide sur des styles de génotypes particuliers, on parvenait aux
générations suivantes a obtenir des tubes montrant une augmentation significative de la
vitesse de croissance sur le méme type de style. Cette expérience prouve donc qu'il existe
auss une sélection par le biais dune compétition entre tubes polliniques. Selon Hedop-
Harrison (1982), les ressources hydriques sont également partiellement responsables de cette
compétition, puisque l'attachement du pollen au stigmate est suivi d'un afflux d'eau
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provenant du tissu de transmission stigmatique, vers l'intérieur du grain de pollen. L'espace
disponible est également un facteur limitant, car les poils de la papille doivent se dilater pour
gue le tube pollinique puisse y pénétrer (Hedop-Harrison 1982). Chez le seigle, |'auteur
détermina qu'un poil ne pouvait saccommoder de plus de trois tubes et qu'il était rare que
plus d'un tube ne parvienne a atteindre le style. Walsh et Charlesworth (1992) pensent gu'une
densité pollinique éevée induit la plante mére a allouer plus de substances nutritives aux
graines. La meilleure qualité de la descendance dépendrait donc aussi de la densité des grains
de pollens présents sur le stigmate.

Les comparaisons des coefficients de régressions entre le nombre de tubes inhibés et le
nombre total de microgamétophytes nous permettent d'évaluer les variations du niveau de
compétition entre les zones éudiées. En effet, une pente plus éevée indique une
augmentation du nombre de tubes inhibés pour un nombre de microgamétophytes donné et,
par conséquent, un accroissement de lintensité de la compétition entre les
microgamétophytes. Les pollinisations réalisées en conditions naturelles montrent que seuls
les tétraploides présentent des variations d'intensité compétitive. Celle-ci diminue, lorsgu'on
séloigne de la zone de mélange: la compétition décroit lorsgu'on considéere successivement la
zone de mélange tétraploide, |la zone pure tétraploide de la zone de contact et la population de
la Dent-de-Lys. Ce phénomeéne pourrait signifier que la présence de microgamétophytes
diploides sur les papilles stigmatiques des individus tétraploides contribuerait a augmenter
I'intensité de la compétition. En revanche, I'absence d'une réaction semblable chez les
diploides ne résulteraient pas obligatoirement d'un phénomeéne d'insensibilité ala présence de
microgamétophytes tétraploides, mais du décalage phénologique entre les deux taxons. Le
nombre réduit d'épillets a I'anthése chez les tétraploides induirait en effet, la présence d'une
quantité moindre de grains de pollen tétraploides sur les stigmates des individus diploides.

L'absence de corréations entre le nombre de microgamétophytes d'une part, et la densité de
plantes au m2, le nombre d'épi, ou le nombre de fleurs d'autre part, montre que les variations
interindividuelles peuvent dépendre d'une combinaison des paramétres précédants, ainsi que
des caractéristiques phénologique des plantes (nombre de fleurs a l'anthése, réceptivité
stigmatique). Levin (1990) avait d§a constaté que le nombre de microgamétophytes, la
densité des plantes, ains que le nombre de fleurs par individus ne permettaient pas de prédire
le succes reproductif des épillets.
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2.4.1.3 Taux d'inhibition

Contrairement aux résultats obtenus pour la population naturelle de microgamétophytes, la
proportion de tubes inhibés d'un méme individu ne varie pas d'un épillet a un autre. Ce
phénomene démontre que la réponse de la plante a l'autofécondation est indépendante du
nombre de microgamétophytes. En revanche, la variation du taux d'inhibition observée entre
différents individus indique que cette réponse dépend du génotype.

Une variation interpopulation du taux d'inhibition a été mise en évidence par les analyses de
variance. Ce phénomeéne, également relevé par Polanco et al. (1994), pourrait provenir, d'une
différenciation génétique, d'un isolement reproductif partiel (Stebbins 1950) ou d'un taux de
pollinisations autogames éevé. Polanco et a. (1994) ont noté que ce taux de pollinisations
autogames pouvait varier d'années en années. Les causes des variations interpopulations
constatées dans notre expérience, particulierement celles concernant la zone de mélange
diploide et tétraploide comparée aux autres sites, pourront étre expliquées par les résultats
obtenus consécutivement aux pollinisations effectuées "in vitro". En effet, il convient d'établir
en premier lieu, si une barriére prézygotigue al'autogamie existe.

2.4.1.4 Répartition des plantes dans les diverses zones.

La distribution de la densité des plantes dans la zone de mélange est plus variable que celle
des zones pures et des populations pures. Cette caractéristique montre que la répartition des
individus de la zone de contact est plus irréguliere (cf figure 9 a 15). L'éude pédologique
effectuée par Maillefer (1994) permet d'expliquer ce résultat par I'hétérogénéité plus éevée
du sol de la zone de contact par rapport aux sols des zones pures. En outre, les relations entre
la distribution des taxons et les facteurs environnementaux, tels I'association
phytosociologique (Felber-Girard et al. soumis) et la profondeur du sol (Maillefer 1994)
peuvent expliquer la répartition particulierement irréguliere des individus de la zone de
mélange. Malheureusement, |le nombre chromosomique de nombreuses plantes appartenant a
cette zone, n'a pas pu étre déterminé, en raison du fort taux de mortalité enregistré en jardin
expérimental durant le premier hiver. En conséguence, nous ne pouvons assigner avec
certitude les fortes densités a la présence de plantes tétraploides. Cependant, le fait que les
individus diploides de la zone de contact aient tendance a se développer en densité plus faible
que les tétraploides, nous conduit a privilégier cette hypothese.
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2.4.2 Etude des stigmates pollinisés " in vitro" .
2.4.2.1 Systeme d'incompatibilité intra-taxons

La concordance des résultats obtenus en comparant soit les taux dinhibition bruts, soit les
taux d'inhibition dont I'effet de la covariable a éé soustrait, démontre gue le nombre moyen
de microgamétophytes ne varie pas significativement selon les expériences. Les résultats
obtenus a partir des pollinisations réalisées "in vitro" semblent donc fiables.

Le taux dinhibition montre une variation selon les individus éudiés, auss bien pour les
pollinisations naturelles que pour les artificielles. Ce phénoméne a été également relevé "in
vitro" notamment par Stephenson et Bertin (1983) et Heslop-Harrison (1982) qui mentionnent
une variation de l'intensité d'inhibition selon |e génotype.

La comparaison des taux d'inhibition observés en autogamie et en allogamie, dans toutes les
zones, indique qu'Anthoxanthum alpinum diploide et tétraploide présentent une barriére
prézygotique a |'autofécondation. De fagon générale, on constate que cette barriére est plus
forte pour les diploides que pour les tétraploides, méme s toutes les différences ne sont pas
significatives. La faible barriére a I'autogamie des tétraploides est reproductible, puisgue ce
phénoméne a déja éé mis en évidence en 1992, pour les transects x et y et pour toutes les
zones étudiées, en 1993 et 1994.

Malgré I'existence d'une barriére prézygotique a I'autogamie, I'inhibition a |'autofécondation
n'est pas absolue, méme chez les diploides. En effet, Felber (non publié) a réalisé des
fécondations autogames en jardin expérimental sur certains individus provenant de la zone de
contact. L'auteur a obtenu des descendances viables résultant d'autofécondations pour un
quart des génotypes diploides et pres de la moitié des génotype tétraploides.

L'affaiblissement du mécanisme d'auto-incompatibilité peut étre temporaire ou permanente.

La diminution temporaire du mécanisme d'auto-incompatibilité peut dépendre des ages
respectifs du pigtil et du pollen. En effet, lorsque les stigmates sont trop agés, les grains de
pollen autogames parviendraient a féconder I'ovule. De méme, s les microgamétophytes
autogames sont trop vieux, ces derniers ne subissent pas de réaction d'auto-incompatibilité.
L es pollinisations autogames réalisées en fin de saison de floraison bénéficieraient également
d'une baisse de I'efficacité du systéme de rget (de Nettancourt 1977). Dans le cas des
pollinisations réaliséesin vitro, le taux d’humidité important qui régne dans les boites de pétri
faciliterait I'autogamie chez certaines espéeces, telle Trifolium repens (Leduc et al. 1990): Une
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humidité élevée renforcerait les réactions hydrophobes et faciliterait de cette maniére les
interactions lipophiliques entre les lipides du stigmate et la sporopollenine présente dans
I'exine du grain de pollen.

L e mécanisme d'auto-incompatibilité peut se transformer de maniére permanente en systéme
auto-compatible. En effet, selon Whitehouse (1951), Stebbins (1957) et Jain (1976) I'auto-
compatibilité a évolué a partir de I'auto-incompatibilité. La forte capacité de la plupart des
loci responsables du mécanisme de l'incompatibilité a muter en direction de l|'auto-
compatibilité démontre que I'émergence de I'auto-compatibilité est génétiquement possible.
Son établissement et son expansion dépend de la compétitivité des individus autogames par
rapport aux individus auto-incompatibles et devrait faciliter leur capacité a conquérir de
nouveaux habitats (Stebbins 1957).

Une partie des variations du taux dinhibition en autogamie chez A. alpinum pourrait
sexpliguer par des mécanismes temporaires, tels ceux décrits ci-dessus. La diminution des
réactions d'auto-incompatibilité chez les tétraploides pourrait cependant résulter d'une
augmentation du nombre daldes S et Z impliqués dans le systéme de rgjet du pollen
incompatible (de Nettancourt 1977). Grant (1971) suggere que la polyploidisation convertirait
un diploide auto-incompatible en un tétraploide auto-compatible. Ce phénoméne a en effet été
démontré chez certaines Scrophulariacées et chez quelques Légumineuses (Lewis 1967).
Cependant, chez les monocotylédones polyploides pourvues dun systéme d'auto-
incompatibilité gamétophytique, une baisse du taux dinhibition a rarement éé observée
(Lewis 1951, Lundqgvist 1964). Ce phénomeéne pourrait sexpliquer par le fait qu'un systéme
d'incompatibilité avec dédoublement du nombre de loci S et Z (chez un autotétraploide) serait
moins stable et donc particulierement susceptible a des délétions ou a des mutations
reconduisant a un systéme d'incompatibilité a deux loci par diploidisation.

Dans notre cas, la diminution du mécanisme d'auto-incompatibilité chez les plantes
tétraploides devrait étre permanente, puisgue ce phénomene se répéte d'une année a l'autre
pour les populations pures de la zone de contact. En outre, les pollinisations ont été réalisées
sur des stigmates généralement jeunes, en pleine saison de floraison et les expérimentations
ont éé conduites de maniére identique pour toutes les zones étudiées.

Les différences significatives relevées entre les pollinisations autogames et allogames des
zones tétraploides signifient bien que les réactions d'auto-incompatibilité n'ont pas disparu,
mais qu'elles ont simplement diminué.
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Au cas ou la diminution du mécanisme d'auto-incompatibilité proviendrait de mutations, la
capacité d' expansion des mutants auto-compatibles serait liée a la colonisation de nouveaux
habitats et serait également basée sur leur supériorité a propager, génération aprés génération,
le trait adaptatif qui faisait le succés des colonisateurs initiaux. Ce fait implique que les
premiéres plantes colonisatrices soient en nombre réduit et que I'habitat demeure favorable
sur une longue période (de Nettancourt 1977). Une plante devenue auto-compatible n'a
presque aucune chance de retourner & sa condition ancestrale, car les mutations qui
rétablissent |e caractére d'auto-incompatibilité sont extrémement rares et trés improbables (de
Nettancourt 1977). Dans le cas d'A. alpinum tétraploide, la diminution de I'efficacité du
systéme d'auto-incompatibilité est partielle. Elle n'est donc probablement pas due a des
mutations. En revanche, I'augmentation du nombre dalléles S et Z, chez les polyploides
semble pouvoir constituer une explication plausible.

Puisque, chez beaucoup d'espéces auto-compatibles, les tubes polliniques autogames
atteignent I'ovaire moins rapidement que les tubes alogames (Harriss et Whelan 1993), on
peut supposer gu'en cas de pollinisation mixte simultanée, aucune fécondation de type
autogame ne peut se produire. Par conséguent, une diminution de l'intensité inhibitrice lors
d'autofécondation n'impliqgue pas obligatoirement une importante augmentation de
I'autogamie, ou les taux d'inhibition sont les plus faibles. Si tel et le cas, on ne devrait pas
relever, par |'éude enzymatique (cf chapitre 3), un taux de consanguinité plus important chez
les tétraploides de la zone pure et des Rochers de Naye. En outre, Robert (1994) et Gauteaub
(1994) ont constaté une réduction de la fertilité de la zone pure tétraploide, alors qu'en zone
de mélange la fertilité des tétraploides correspondait a celle de la Dent-de-Lys. Il ne
semblerait donc pas exister de relation directe entre le taux d'inhibition et la fertilité, comme
le démontre par ailleurs, |'absence de régression significative.

Dans la population de la Dent-de-Lys, le taux d'inhibition en cas de pollinisation "in vitro"
autogame est particulierement élevée. Une forte pression sélective a pu sexercer sur les
individus de cette population, dans le but de renforcer le mécanisme d'auto-incompatibilité.
Cette sdlection aurait agit dans le sens d'une diploidisation ou d'une diminution du nombre
daleles S et Z, ain dobtenir un nombre dalées équivaant a celui des diploides. Ce
processus expliquerait la proximité des valeurs, de la population de la Dent-de-Lys et des
zones diploides.

La comparaison des deux études dinteractions reproductives (pollinisation naturelle et
pollinisation artificielle) nous permet de constater que, en conditions naturelles, toutes les
zones présentent un taux dinhibition pollinique plus proche d'une reproduction de type



Chapitre 2: INTERACTIONS REPRODUCTIVES 36

allogame que dune reproduction autogame. Puisgu'il ne peut ére comparé avec des
pollinisations réalisées "in vitro", le taux dinhibition particuliérement faible observé en
conditions naturelles dans la zone de mélange diploide et tétraploide est difficile a expliquer.
Il pourrait provenir d'une diminution du taux de consanguinité résultant du flux de genes
entre les deux taxons. Comme la comparaison des stades phénologiques démontre que la
floraison de chague taxon de la zone de mélange était retardée par rapport a celle des autres
sites, la diminution temporaire du mécanisme d'auto-incompatibilité due a des pollinisations
réalisées au terme de la saison de floraison ne peut étre prise en considération.

2.4.2.2 Systeme d'incompatibilité inter-taxons

La comparaison des pollinisations allogames et celles impliquant du pollen de taxons
différents révélent quaucune barriere prézygotigue a [I'hybridation n'existe chez
Anthoxanthum alpinum, diploide et tétraploide, dans aucune des popul ations étudiées.

L es croisement expérimentaux effectués par Felber (non publié) sur les plantes de la zone de
contact démontrent I'existence d'une barriére al'hybridation des deux taxons, particuliéerement
lorsgue la plante femelle éait diploide. En revanche, quand la plante réceptrice était
tétraploide l'auteur a obtenu des descendances viables, dont de nombreux triploides.
L'introgression entre les deux taxons semble donc étre limitée par I'existence d'une barriere
postzygotique. Marks (1966) et Johnston et al. (1980) mentionnent le phénomene de "bloc
triploide” comme barriere postzygotique apparaissant fréquemment dans les croisements
entre plantes de différents degrés de polyploidie. La cause de ce "bloc triploide" provient de
la déviation du rapport habituel 2:1 des génomes maternel et paternel de I'albumen. Lorsgue
lamere est tétraploide et le pere diploide ce rapport équivaut a4:1, alors qu'il est de 1:1, lors
de croisement diploide-tétraploide. Dans ce dernier cas, s la plante mére produit un ovule
non réduit, le rapport 2:1 est restauré. En outre, lors de croisements tétraploide-diploide,
I'absence de fusion des noyaux polaires conduit également au rapport normal des génomes de
I'albumen. Ce dernier cas explique le nombre de triploides plus important trouvé par Felber
(non publié) en cas d'hybridation tétraploide-diploide. Certains auteurs ont suggéré que les
mécanismes dincompatibilité inter- et intraspécifiques pourraient ére commun chez les
plantes herbacées, avec un systéme de reconnaissance initial indépendant: Dans le systéme
intraspécifique, la croissance du tube pollinique serait arrétée aprés la reconnaissance d'une
similitude, alors que dans le systéme interspécifique le rejet se produirait apres I'identification
d'une différence (Hedop-Harrsion 1982). Nos résultats montrent qu'aucune liaison entre les
systéemes d'incompatibilité a I'hybridation et a I'autofécondation n'existe chez Anthoxanthum
alpinum, puisgue la présence d'une barriére prézygotique a I'autofécondation n'implique pas
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le rgjet des tubes polliniques provenant de I'autre taxon. L'hypothése évoquée par Hedop-
Harrison (1982) selon laguelle le systeme interspécifique d'incompatibilité pourrait dépendre
de loci indépendants aux loci S et Z serait, par conséguent, confirmée. Notre résultat est
cependant inattendu, car A. alpinum tétraploide est un autotétraploide d'A. alpinum diploide.
L eurs génomes sont donc probablement trés proches, mais ont pu cependant diverger depuis
I'apparition du tétraploide.

2.5 CONCLUSIONS

Dans les populations en phase optimale de floraison, le nombre relativement éevé de
microgamétophytes par pistil démontre qu'une compétition gamétophytique peut exister.
L'intensité de cette compétition semble augmenter lorsgue des microgamétophytes d'un autre
taxon sont présents sur les papilles stigmatiques, comme c'est |e cas pour lestétraploides de la
zone de mélange.

Anthoxanthum alpinum diploide et tétraploide possedent un systeme d'auto-incompatibilité
prézygotique permettant de réduire le taux de consanguinité. Cependant, le nombre de
réactions d'auto-incompatibilité est faible chez les tétraploides de la zone de contact et dans
la population des Rochers de Naye. Cette diminution provient probablement d'une
augmentation du nombre des aléles S et Z, responsables du systeme diincompatibilité.
D'autre part, les pollinisations naturelles semblent indiquer que les diploides et les
tétraploides de la zone de mélange présentent un taux de consanguinité réduit en comparaison
des zones pures.

Les comparaisons des taux dinhibition déterminés & partir des pollinisations naturelles ou
effectuées "in vitro" démontrent que généralement, en conditions naturelles, les plantes sont
pollinisées par du pollen alogame. Ce résultat démontre en outre, que les pollinisations
réalisées en laboratoire reproduisent d'une maniere relativement fiable, les pollinisations
naturelles.

Aucune incompatibilité interspécifique entre diploide et tétraploide n'a été démontrée. Celle-
Ci est régie par une barriére postzygotique dont I'efficacité est moins absolue en cas
d'hybridations impliquant une plante mere téraploide et un microgamétophyte diploides.
Dans la zone de contact, l'introgresson entre les deux taxons semblent donc étre
unidirectionnelle dans le sens dipl oide-tétraploide.
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L es interactions reproductives nous permettent de préciser e potentiel de flux génétique des
popul ations d'Anthoxanthum alpinum. Les résultats pourront constituer une base explicative a
la structure génétique qui sera déterminée dans le prochain chapitre. Cette éude ultérieure
nous permettra de contrler ces résultats, ains que de définir plus précisement les
introgressions entre les deux taxons, al'échelle de la zone de contact.



Chapitre 3:
STRUCTURES GENETIQUES

1INTRODUCTION

La génétique des populations consiste en I'application des lois de Mendel et des autres
facteurs interférant sur I'hérédité

dérive génétique...). Les effets de ces facteurs dépendent du contexte historique et des
caractéristiques biologiques des espéces végétales (Loveless et Hamrick 1984). De par leur
immobilité, les populations végétales présentent généralement une organisation spatiale qui
refléte une hétérogénéité environnementale (Hedrick et al. 1976). La structure génétique des
populations est révéatrice de leur fonctionnement et de leur degré de différenciation. Comme
I'évolution résulte de changements progressifs dans la composition génétique des espéces
(Hartl et Clark 1989), ce type d'étude permet égaement de déterminer certains mécanismes
évolutifs.

Une des méthodes les plus utilisées pour la détermination des structures génétiques est celle
des isozymes. Markert et Moller (1959) définissent les "isozymes' comme différents variants
de la méme enzyme, possedant des fonctions similaires ou identiques, présents dans le méme
individu. Les isozymes présentent les avantages de présenter un taux important de
polymorphisme et d'étre codominants (Pasteur et al. 1987): cette derniére propriété permet
d'associer précisément les phénotypes observés a des génotypes (Gottlieb 1977a, Crawford
1985). La détermination des génotypes n'est cependant possible que pour des organismes
diploides ou éventuellement tétraploides. En effet, un degré de polyploidie plus éevé
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implique une importante variation dintensité de bandes selon les types d'hétérozygotes, en
raison de |'effet cumulatif des alléles. Par conséquent, la détermination génotypique devient,
dans ce cas, tres aléatoire.

Comme pour les alopolyploides (Gottlieb 1976, Stebbins 1980, Levin 1983), les
électrophoréses permettent généralement de mettre en évidence un nombre plus éevé
d'isozymes chez les autotétraploides que chez les diploides progéniteurs (Soltis et Rieseberg
1986, Soltis et Soltis 1989). Cette technique semble donc convenir particulierement bien a
I'étude que nous nous proposons de réaliser.

A notre connaissance, les seules zones d'hybridation étudiées sur le plan enzymatique,
impliquant un diploide et un autotétraploide concernent Dactylis glomerata. |l sagit d'une
recherche conduite par Lumaret et Barrientos (1990) sur une zone de contact entre Dactylis
glomerata diploide et tétraploide. Cette étude révéla une importante similarité génétique entre
les deux degrés de polyploidie. Les auteurs notérent néanmoins une augmentation de
I'hétérozygosité et de la diversité allélique chez le tétraploide gréce a la présence d'aléles
supplémentaires. En outre, ils ont observé que la plus grande partie de la diversité allélique se
trouvait au sein méme des populations, plutét gu'entre celles-ci ou qu'entre les degrés de
polyploidie. Bien que le flux de génes soit limité par I'existence d'un décalage phénologique
entre les dactyles diploides et les tétraploides, certains résultats démontrent I'existence
d'échanges génétiques entre les deux taxons, pricipalement des diploides vers les tétraploides.
D'autres auteurs ont également montré que des échanges génétiques pouvaient se produire
entre différents degrés de polyploidie (Brochmann et a. 1992, Menken et al. 1992).

L es données enzymatiques permettent également de caractériser I'hétérozygosité des individus
et d'évaluer larelation entre cette caractéristique et lavigueur ou lafertilité des plantes. Aing,
Tomekpe et Lumaret (1991) ont trouvé des corrélations positives entre le degré
d'hétérozygosité et certains caractéres végétatifs, tels le nombre de feuilles et le nombre de
panicules qui démontre un effet d'hétérosis chez le dactyle autotétraploide.

Le but de notre étude génétique est de:
a) vérifier I'origine autopolyploide d'’Anthoxanthum al pinum tétraploide.

b) déterminer la nature de lazone de contact (primaire ou secondaire).
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c) évauer le systéme de reproduction des échantillons et déterminer |'existence d'une
différenciation au sein de la zone de contact. Ces résultats basés sur les taux de consanguinité
nous permettront de confirmer les données obtenues dans le chapitre précédent.

d) déterminer la structure spatiale. L'importance de cette organisation devrait augmenter avec
le taux d'autogamie.

e) évaluer le degré de différenciation des différents échantillons de la zone de contact, ainsi
gue des populations pures avoisinantes par les calculs des indices de diversité et des distances
génétiques.

f) évaluer le flux de génes et son intensité entre les diploides et les tétraploides dans la zone
de contact, ains qu'entre la zone de contact et |es populations pures.

0) tester I'effet de la dépression d'hybridité dans la zone de contact.

Nos données relatives a la structure génétique, aux interactions reproductives, et les résultats
d'autres auteurs (Felber, al'impression, Felber-Girard et al., soumis, Gauteaub 1994, Maillefer
1994, Robert 1994), nous permettront de comprendre la dynamique de la zone de contact. Nos
résultats seront comparés a ceux obtenus par divers auteurs sur d'autres groupes polyploides.

3.2MATERIEL ET METHODES

3.2.1. Matérie végétal.

Les plantes utilisées correspondaient a celles récoltées en 1992 et 1993 (cf chapitre 2.1 des
interactions reproductives). Seuls les individus, dont e nombre chromosomique avait pu étre
déterminé selon les méthodes décrites dans le chapitre 2.2.2 des interactions reproductives,
ont été analysés par électrophorese. Les nombres de plantes examinées, pour chague
échantillon, sont les suivants:

Pour la zone de contact: - 66 individus de la zone pure diploide cartographiée (restreinte).
- 70 individus de la zone pure diploide non cartographiée (large).
- 46 individus de la zone pure tétrapl oide cartographiée (restreinte).
- 71 individus de la zone pure tétrapl oide non cartographiée (large).
- 35 individus diploides de la zone de mélange.
- 138 individus tétraploides de la zone de mélange.
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Pour les populations pures. - 86 individus diploides du Mol éson.
- 87 individus diploides de la Videmanette.
- 97 individus tétraploides de la Dent-de-L ys.
- 92 individus tétraploides des Rochers de Naye.

3.2.2. Extraction.

La méthode choisie correspond a celle de Lumaret (1981a). Deux a trois feuilles étaient
broyées, a 4°C, dans un mortier contenant environ 0.5 ml de tampon d'extraction, composé
d'un tampon trissHCl 0.1 M, pH 7.6, auquel on additionnait 1 % de polyéthyléneglycol et du
thioglygolate de sodium (4 mM). Pour faciliter le broyage, on goutait également une pointe
de spatule de sable de quartz. Les broyats étaient alors centrifugés 20 min a 10 000 g, afin
d'en récupérer le surnageant. Les extraits de protéines solubles obtenus pouvaient étre
conservé plusieurs mois a-86°C.

3.2.3. Séparation desprotéines
3.2.3.1 Gels de polyacrylamide.

Nous avons utilisé la technique de Gasguez et Compoint (1976), modifiée par Lumaret
(19814). Les gels suivants, d'une épaisseur de 2.5 mm, étaient coulés entre deux plaques de
verres. Ils consistent en:

- Un gdl de séparation, comprenant 11.5 % d'acrylamide (6.5ml de solution 1, 11.7 ml de
solution 2 et 33.6 ml de solution 3, cf tableau XV11).

- Un gel de concentration, d'environ 1cm de hauteur, composé de 2.5 % d'acrylamide (1 ml de
solution 4. 2 ml de solution 4.1 ml de solution 6 et 4 ml de solution 4).

- Un gel de paroi comprenant 11.5 % d'acrylamide, qui permettait de former les puits, gréce a
un peigne, dans lesgquels éaient placés les extraits. Sa composition était identique a celle du
gel de séparation.

Ce type d'éectrophorése exige un systéme de migration discontinu (composé de plusieurs
gels), car, en I'absence du gel de concentration, la quantité élevée de sals présents dans les
extraits provogue un front de migration irrégulier.
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L e tampon de migration était constitué de 200 ml de solution stock (composée de 135.18 g de
glycine et de 15.26 g de tris pour 1 |, gjustée a pH 8.6) complétée a 3.6 | par de I'eau. Chague
puits recevait 50 pl d'extrait, auxquels on gjoutait une faible quantité d'une solution de bleu de
bromophénoal, afin de mettre en évidence le front de migration.

Lamigration se déroulait sous courant pulsé, a4°C, dans une cuve décrite par Al Mouemar
(1980). Elle comprenait 3 étapes de durée différente:

- environ 10 min a 600V et 6pps (nombre dimpulsions par secondes), afin de concentrer les
extraits au fond des puits.

- environ 20 min a 230V, et 7 pps. Cette phase correspondait & la migration des extraits dans
le gel de concentration.

- ladurée de la derniere phase variait de 2h30 a 3h, 2600V et 7pps. Elle correspondait ala
Séparation proprement dite des proténes.

L'électrophorese sur gel de polyacrylamide a été utiliste pour la mise en évidence des
superoxydes dismutase (SOD) (dénommées également tétrazolium oxydases, TO), ains que
des glutamate oxaloacétate transaminases (GOT). Pour les SOD, ce systéme de migration
permettait d'obtenir des bandes plus fines qu'en électrophorese sur gel d'amidon et, pour le
GOT, mettait en évidence un deuxiéme locus, qui n‘apparaissait pas sur amidon.

3.2.3.2 Gelsd'amidon

Les autres enzymes étaient séparés par éectrophorese sur gel d'amidon. Ce systéme de
migration horizontal utilisait un gel de 1 cm d'épaisseur, qui pouvait étre séparé en 4 tranches.
Par ce moyen, nous avions la possibilité de révéler smultanément 4 systémes enzymatiques
par migration.

Chague gel nécessitait 48 g d'amidon hydrolysé, auxquels on goutait 400 ml de tampon gel
(cf tableau XV11I), afin d'obtenir une concentration en amidon de 12 %. La préparation des
gels d'amidon est décrite par Pasteur et a. (1987) et Wendel et Weeden (1989).

Des extraits de 20 pl étaient placés sur des petits buvards de grandeur standard. Ces derniers
étaient alors insérés verticalement dans le gel d'amidon, a environ 5 ou 6 cm du bord, dans de
fines fentes réalisées gréce a un peigne de carton plastifié. Le front de migration était mis en
évidence par I'adjonction, sur les buvards, d'une petite quantité de bleu de bromophénol. La
migration se déroulait alors a 4°C, selon les phases décrites dans le tableau X1X. Lorsque le
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front de migration avait atteint I'autre extrémité du gel, ce dernier était aors séparé en quatre
tranches, avant de procéder alarévéation.

Les acool déshydrogénases (ADH), les malate déshydrogenases (MDH) et les isocitrate
déshydrogenases (ICD) furent séparées par le systéme de tampon histidine-citrate (Cardy et
al. 1980, dans Trigui 1984). Le systéme Krigansson (1963, dans Lumaret 1981a) fut utilisé
pour les enzymes tels les phosphatases acides (AcPH), les enzymes maliques (EM), les
leucine-amino-peptidases (LAP), les glutamate déshydrogénases (GLD) et les peroxydases
(Px). Lacomposition des deux systémes de migration est présentée dans le tableau XVIII.

Trois migrations, au minimum, étaient réalisées pour chague extrait, afin d'obtenir des
résultats fiables.

3.2.3.3 Révédlation des protéines

- Phosphatases acides (AcPH), sdon la méthode du laboratoire de R. Lumaret , Centre
d'Ecologie Fonctionnelle et Evolutive, CNRS, Montpellier:

Le gel, augquel on avait gjouté le mélange réactionnel (60 ml de tampon acétate -composé de
0.58 ml d'acide acétique glacial, de 0.44 g d'acétate de sodium et de 59.42 ml d'eau-, 60 mg
d'a-naphtyl phosphate, et 6 gouttes de chlorure de magnésium 0.5 M) était incubé environ 30
min a37°C, al'obscurité. On additionnait alors 50 mg de Fast Garret GBC.

- Alcool déshydrogénases (ADH), méthode modifiée selon Lumaret (19814a) et Pasteur et al.
(2987):

Le gel était incubé 30 min, a I'obscurité, a 37°C, dans le mélange réactionnd (12.5 ml de
tampon tris 0.2 M pH 8.5, 0.75 ml d'éhanol 95 %, 0.5 ml de NAD* 1 %), puis on gjoutait |a
solution de coloration (composée de 12.5 ml de tampon tris0.2 M pH 8.5, de 0.5 ml de MTT
1 %, et de 0.13 ml de NBT 1 %). On attendait alors 15 min avant d'gjouter 0.13 ml de PMS 1
%.

- Enzymes maliques (EM), révélation modifiée selon Pasteur et al. 1987:

Le mélange réactionnel (constitué de 10 ml de tampon tris 0.2 M pH 8.0, d'1 ml de chlorure
de magnésium 0.5 M, d'1 ml d'acide malique 2 M, et de 0.1 ml de NADP 1 %) était gjouté au
gel avec 0.4 ml de MTT 1 % et 0.1 ml de NBT 1 %. Latranche de gel était incubée durant
une vingtaine de minutes dans cette solution, a l'obscurité, a 37° C. On additionnait alors 0.1
ml de PMS.
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- Glutamate déshydrogénases (GLD): Le mélange réactionnd (composé de 12.5 ml de tampon
Tris 0.2 M, pH 8.0, de 1.5 ml de NAD 1%, de 1 ml de CaCl2 1 %, et de 0.75 g d'acide L-
glutamique), ains que la solution de coloration (0.5 ml de MTT 1 %, 0.13 ml de PMS 1 %)
étaient gjoutés au gel. Celui-ci était conservé a I'obscurité, a 37°C, jusgu'a l'apparition des
bandes colorées.

- Glutamate oxaloacétate transaminases (GOT), méthode modifiée, selon la recette du
laboratoire de R. Lumaret).

Le gel éait placé dans un demi-volume de mélange réactionnel (100 ml de tampon tris0.2 M
pH 8.0, 0.3 g d'acide a-cétoglutarique, 0.6 g d'acide aspartique, pH gusté a 8.0) auquel on a
additionné, au dernier moment, une pointe de spatule de pyrydoxal 5'phosphate. Le gel était
placé dans I'éuve (a 37°C), al'obscurité, durant une dizaine de minutes. On gjoutait alors la
moitié de la solution de coloration (100 ml de tampon tris 0.2 M pH 8.0, 0.2 g de Fast blue
BB). Dés laformation d'un précipité, la solution de révélation était remplacée par |I'adjonction
successif des quarts du volume du mélange réactionnel et de la solution de coloration.

- Isocitrate déshydrogénases (ICD), révéation modifiée selon Trigui (1984).

Le mélange réactionndl (composée de 10 ml de tampon tris 0.1 M pH 8.5, de 0.2 ml de
chlorure de magnésium 0.5 M, de 0.2 ml de NADP 1 %, de 60 mg de polyvinylpyrrolidon, et
de 20 mg d'isocitrate de sodium) , auquel était additionné 0.6ml de MTT 1%, était versé sur la
tranche de gel. Celui-ci était alors placé dans une éuve (a 37°C), al'obscurité, durant environ
30 min, avant d'gjouter 0.3ml de PM S 1%.

- Leucine-animo-peptidases (LAP), selon la méthode de laboratoire de R. Lumaret.

Une solution de préincubation (acide borique 1.93 M, 1.18 % de chlorure de magnésium 0.5
M) était gjoutée au gel. La cuve de révédation était alors placée 10 min al'obscurité a 37°C.
Une fois, la solution d'acide borique enlevée, le gel éait rincé a l'eau, puis immergé dans 25
ml de mélange réactionnel (25 ml de tampon tris-acide malique 0.2 M pH 5.2, 37.5 mg de L
Leucyl-B-Naphtylamide) et 25 ml de solution de coloration (25 ml de tampon tris-acide
malique 0.2 M pH 5.2, 25 mg de Fast black K).

- Malate désydrogénases (MDH), méthode modifiée selon Pasteur et al. (1987):

Le mélange réactionnel (composée de 17.5 ml de tampon tris 0.2 M pH 8, de 3 ml d'acide
malique 2 M pH 7, de 0.15 ml de chlorure de magnésium 0.5 M, et d'1 ml de NAD™ 1%) &ait
gjouté au gel. On additionnait alors la solution de coloration (1.0 ml de MTT 1%, 0.25 ml
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de NBT 1%, 0.15 ml de PMS 1%). Le tout éait placé a I'obscurité, a une température de
37°C, jusqu'a l'apparition des bandes colorées.

- Peroxydases (Px), selon la méthode du laboratoire de R. Lumaret.

Le gel éait immergé dans 45 ml de mélange réactionnel (45ml de tampon acétate - composé
d'acide acétique 0.05M et d'acétate de sodium 0.05M-, 1 ml de goiacol 1%, 1 ml de chlorure
de calcium 0.1M, 1ml d'eau oxygénée 3%) auquel était gjouté la solution de coloration (25mg
de 3-amino 9-éthylcarbazole dissout dans 2.5 ml de NN diméthyl-formamide). L 'incubation
pouvait seffectuer alalumiere, atempérature ambiante.

- Superoxyde dismutases (SOD), selon laméthode du laboratoire de R Lumaret.

L'incubation se déroulait dans 20 ml de mélange réactionnel (10 ml de tampon Tris 0.2M, 10
mg dEGTA, 0.1 ml de chlorure de magnésium 0.5M), additionné de 0.5 ml De MTT 1%,
0.25 ml de PMS 1%. Le tout était alors placé sous une source lumineuse, jusqu'a I'apparition
de bandes blanches sur fond bleu (coloration négative).

3.2.4. Analyses statistiques.

Pour les enzymes, dont la détermination génotypique était possible (SOD, GOT, ADH, LAP,
AcPH, Px, EM), nous avons calculé les fréquences aléliques avec l'intervalle de confiance
correspondant, dont laformule est:

ci= 2V PP

N
pi représente la fréquence alélique et N le nombre de genes.

Nous avons également déterminé, pour chague échantillon, le nombre moyen d'alléles par
locus, ains que la proportion de loci polymorphes. Un locus est considéré polymorphe,
lorsgue I'dléle e plus fréquent est présent a un taux inférieur a 95% (Hedrick, 1985).

Le flux de genes a é&é déterminé par la méthode des aléles rares décrite par Slatkin (1985).
On détermine en premier lieu, le nombre d'alées personnels, qui sont les alléles trouvés dans
un seul échantillon. Le taux moyen des alléles personnels équivaut &
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_ d
P= X+ . +kd

d représente le nombre d'échantillons et kj le nombre dalléles personnels a un méme

échantillon. La taux moyen des aléles personnels P et le flux de génes (nombre de migrants
par génération = Nm) sont en relation selon la fonction suivante:

In (p) = -0.505 In(Nm) -2.44

Le coefficient de diversité génétique (Nei, 1972) utilisé habituellement n'a pas pu étre
considéré, car il a éé défini selon la génétique des diploides. Il n'a donc pas de signification
biologique pour les plantes tétraploides. Nous avons préféré l'indice de diversité H de
Shannon et Weaver (1963), dont laformule est:

H :i -pi In (pi)

i=1

ou pi représente la fréquence de I'allele i dansla population et n le nombre d'alléles.

Cet indice de diversité a été calculé pour chaque échantillon.

En outre, la fréquence moyenne de chaque alléle a éé déerminée pour chaque échantillon,
chague population, pour les deux degrés de polyploidie ains que pour |'ensemble des sites
étudiés. L'indice de diversité de Shannon a été calculé a partir de ces fréquences, afin
d'obtenir la diversité génétique de chague échantillon (Héch), des taxons (Htaxa) €t de
I'ensemble des sites (Htot). Nous avons alors pu déterminer la diversité génétique moyenne a
l'intérieur des echantillons (Djg), entre les échantillons d'un méme taxon (Déch) ainsi qu'entre
les degrés de polyploidie (Dtaxa) par les formules respectives suivantes (adaptées de Lumaret
1981):

Héch Déch = Htaxa- Héch Dtaxa = Htot - Htaxa
Htot Htot Htot
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Un dendrogramme a été congtitué a partir du calcul des distances euclidiennes, en utilisant le
progranme R de Legendre (1984), afin de réaliser des groupements a poids proportionnels
(WPGMA).

Le coefficient de consanguinité F de Wright (1921), modifié par Lumaret (1981a) pour les
tétraploides, a également été déterminé:

F:]_-m
He

Pour les diploides, Ho représente le taux d'hétérozygotes observés, alors que chez les
tétraploides Ho est défini comme le taux d'hétérogénéité des aléles, calculé a partir des
génotypes observés. He représente le taux d'hétérogénéité attendu selon les fréquences
alléliques sous I'hypothése de I'équilibre de Hardy-Weinberg.

Pour les tétraploides, |a probabilité d'obtenir des gameétes hétérozygotes a partir des individus

|a détermination de Ho devient:

v2x(iiij) + 2/3y(ijj) + 5/6z(iijk) + w (ijkI)
Ho = .

ou N représente le nombre de plantes, et X, y, z, w le nombre dindividus des différentes
classes d'hétérozygotes.

Le calcul de He est identique pour les diploides et les tétraploides. Cependant, He correspond

ala proportion de zygotes hétérozygotes chez les diploides, alors que chez les tétraploides, il
représente la proportion de gametes hétérozygotes:

QL2
He—l-;s

s représente lafréguence aléique du ieme aléle au locus présentant m alleles.

L'estimation de F inclut les effets de la consanguinité ains que celui de I'organisation spatiale
de la population considérée. Bien que les contributions respectives de ces deux effets ne
peuvent étre évaluées, les comparaisons des valeurs F reflétent les variations de la structure
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génotypique des diverses populations (Ducousso et al. 1990). Par conséquent, les valeurs F
positives peuvent étre considérées comme le coefficient de consanguinité moyen de la
popul ation.

L'écart a la panmixie a également été déterminé en comparant les distributions génotypiques
observées et celles calculées & partir des fréquences alléliques, par un test du chi2,
Ces deux parametres permettent d'estimer I'écart a la loi de Hardy-Weinberg. Lorsqu'une
différence significative apparaissait, les fréquences génotypiques des hétérozygotes étaient
groupeées, afin de déterminer s |'écart observeé résultait d'un exces d'homozygotes.

En postulant que I'indice de fixation est déterminé seulement par le systéme de reproduction,
le taux d'allogamie moyen peut étre déterminé selon la formule suivante (Brown 1979):

t=1-F/1+F

Pour des plantes entiérement allogames, la valeur det sera de 1, alors que pour les individus
strictement autogamest seraégal a 0.

Les indices FIT et Fst sddon Wright (1978) ne peuvent étre appliqués aux tétraploides,
puisqu'une héritabilité de type diploide est postulée. En outre, le calcul de ces indices par la
méthode des variances décrite par Cockerham (1969 et 1973) ne peut pas étre appliqué aux
tétraploides: En effet, la complexité des calculs lorsque les polyploides sont abordés, rend les
équations insolubles. Le probleme est identique pour la détermination du déséquilibre de
liaison ("linkage desequilibrum™).

Une analyse canonique des correspondances a été réalisée, sur la base de la présence-absence
des aléles, afin de déterminer s les zones étudiées présentent des aléles caractéristiques.

Sur la base des mémes données, nous avons réalisé des autocorrélogrammes, dans le but de
déterminer une éventuelle structure spatiale. Les corrélogrammes ont été effectués pour les
alléles dont la fréguence était généralement supérieure a 0.3, ains que pour la totalité des
alléles. La matrice de similarité a été effectuée par le calcul des distances euclidiennes.
Comme 67% des graines se dispersent dans un rayon inférieur a 1m (Felber, non publié), nous
avons chois des classes équidistantes de 30 cm environ pour chaque zone, al'exception de la
zone de mélange diploide, pour laquelle le nombre dindividus extrémement réduit nous a



Chapitre 3: STRUCTURES GENETIQUES 50

contraint a choisir des classes de 60 cm environ. Les seuils de signification ont été choisi en
prenant en compte les corrections de Bonferroni:

Seuil de signification = 0.05/ nombre de classes équidistantes.

L'effort reproductif, le taux de caryopses bien formés et la fertilité ont éé comparés, pour
chaque zone, gréce a des tests u de Mann-Withney. Ces trois variables ont éé calculées a
partir des résultats des travaux de Gauteaub (1994) et Robert (1994). Pour chaque plante, ces
parameétres équivalent &

Effort reproductif =Y F/(T E)
Taux de caryopses bien formés =¥ CBF/(X CMF+CBF)
Fertilité=3Y CBF/(X F)

Avec F représentant le nombre d'épillets, E le nombre d'épi, CBF |e nombre de caryopses bien
formés et CMF le nombre de caryopses mal formés.

L'influence de I'hétérozygosité et de la diversité alélique sur ces trois variables a été testée
par des régressions linéaires. D'autre part, des régressions ont également été réalisées entre le
taux d'autogamie et le taux d'hétérozygosité, ains qu'entre les indices de fixation de chaque
locus et la densité des échantillons.

3.3RESULTATS

3.3.1 Structuresalléliques

Les zymogrammes ont été interprétés en terme de locus et d'aléles. L'interprétation a été
facilitée par les données de lalittérature, mais elle n'a pasfait I'objet d'études du déterminisme
génétique.

3.3.1.1 Phosphatases acides

Ce systéme enzymatique offre 4 loci (cf figure 35), dont 2 sont polymorphes (loci 1 et 3). Une
dégradation de I'extrait se marque par |'apparition de nouvelles taches, en lieu et place des
bandes habituelles desloci 1 et 2. En outre, dans ce cas, les bandes desloci 3 et 4
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séclaircissent considérablement. Cette enzyme est monomere, comme chez le dactyle
(Lumaret 1981a, 1981b), le blé (Hart 1983) ou le seigle (Jaaska 1983).
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FIGURES 35: Zymogramme des phosphatases acides.

Le locus 1 comprend 2 alléles, dont le second est rare (cf tableau X X). Celui-ci n‘apparéait pas
dans les populations pures de la Videmanette (2X) et de la Dent-de-Lys (4X), ainsi que dans
la zone de mélange diploide. Dans ce dernier cas, son absence peut sexpliquer par le faible
effectif éudié.
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L e second locus est monomorphe pour |es populations étudiées.

Le locus 3 présente 3 alléles. Les alléles 2 et 3 sont les plus fréquents (cf tableau XXI). La
fréquence de l'alléle 3 est inférieure a celle des deux alléles précédents, mais il est présent
danstousles échantillons.

L e quatriéme locus est monomorphe.

3.3.1 2 Alcool déshydrogénase
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FIGURES 36: Zymogramme de [I'alcool déshydrogénase.

La figure 36 révele la présence d'un seul locus qui a une structure dimére, comme le
confirment Schwartz (1966, 1969a), Freeling et Schwartz (1973), Freeling (1974) dans
Goodmann et Stuber (1983) pour le mai's, Lumaret (19814a) chez le dactyle, Jaaska(1983) pour
le seigle, ains que Trigui (1984) pour le Mil.
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L'alléle ADH2 est le plus fréguent dans toutes les zones étudiées, alors que I'dléle rare ADH3
montre une répartition intéressante (cf tableau XXI1): En effet, on reléve sa présence dans
toutes les populations pures, a l'exception de celle du Moléson. En outre, on le trouve dans|a
zone de contact, dans |la partie téraploide pure prise au sens large, ains que dans la zone de
mélange de ces mémes tétraploides. En revanche chez les diploides du Vanil Noir, l'aléle
ADH3 n'est présent que dans la zone de mélange.

3.3.1.3. Enzymes maliques

20
18
16
14
12
10| EM4 — — —
11 11 11
8 || EM.3 — — —
11 11 11
6 EM.2 — — —
11 11 11
% A = —
11 12 22
2
0
Figure 37a
Figure 37b

Figure 37: Zymogramme des enzymes maliques.



Chapitre 3: STRUCTURES GENETIQUES 54

Ce systéme enzymatique comprend 4 loci (cf figure 37). Seul le premier est polymorphe. Son
déterminisme géné&tique semble ére monomérique. |l se compose de 2 alées présents dans
tous les échantillons (cf tableau XXIII). L'alde EM1-2 sSexprime presgue toujours en
compagnie de l'alele EM1-1: On ne le trouve donc généralement pas a l'état d'homozygote.

En revanche, I'aléle EM1-1 se manifeste davantage en tant qu'homozygote, ce qui contribue a
augmenter sa fréquence par rapport al'allée EM 1-2.

3.3.1.4 Glutamate déshydrogénase

Une bande unique apparait pour chague individu, démontrant que ce locus est monomorphe
pour nos populations.

3.3.1.5 Glutamate oxal oacétate transaminases

Cette enzyme présente deux loci polymorphes, dont les associations aléliques démontrent
gu'ils sont dimeres (cf figure 38). Cette structure dimére se retrouve chez le mais (Scandalios
et a. 1975 dans Goodmann et Stuber 1983), le blé (Hartet Langston 1977b dans Hart 1983) le
dactyle (Lumaret 1981a) et le seigle (Humphreys 1992).
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FIGURE 38b

FIGURES 38: Zymogramme des glutamate-oxaloacétate-transaminases.

Le premier locus, dont la distance de migration est la plus élevée, est spécifié par 7 alées:
I'dléle GOT1-3 est le plus fréquent (cf tableau XXI1V), aors que les autres aldes sont
nettement plus rares, particulierement les dléles GOT1-2, GOT1-6 et GOT1-7. L'dlee
GOT1-7 n' apparait que dans 3 des 4 popul ations pures.

L e second locus comprend 8 aléles. L'aléle GOT2-3 est prédominant. Les autres alléles ont
des fréguences faibles. En particulier, I'alléle GOT 2-6 a une fréguence toujours inférieure a
1%. L'dléle GOT2-8 est trésrare, puisgu'il n'apparait que dans la zone de mélange tétraploide
(cf tableau XX V).

3.3.1.6 Isocitrate déshydrogénases

Cette enzyme semble présenter 3 loci, dont deux monomorphes (cf figure 39). La structure
génétique de l'isocitrate déshydrogénase est dimérique, comme chez le mais (Stuber et
Goodman 1980a).

Les locus 1 et 3, monomorphes, montrent des sub-bandes, dont la présence a été vérifiée au
densitometre.

Pour second locus, la bande de I'hétérodimeére présente la particularité d'étre toujours moins
intense que les bandes correspondant aux homodiméres. Ce phénomene pourrait signifier que
I'hétérodimere est moins actif que les deux autres molécules. En outre, les bandes de ce locus
apparaissaient souvent peu distinctement. De ce fait, il ne fut pas possible de comparer leur
intensité respective de maniére fiable. Nous n‘avons donc relevé que la présence ou I'absence
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de bandes. Par ailleurs, la mauvaise résolution des zymogrammes (certainement due, en
partie, a une dilution trop importante des extraits) explique le nombre relativement élevé de
valeurs manquantes.
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FIGURES 39 Zymogramme des isocitrate déshydrogénases.

3.3.1.7 Leucine-amino-peptidases.

Cette enzyme comprend 2 loci polymorphes, dont la structure monomere, (cf figure 40) est
identique a celle de I'orge sauvage (Gottlieb 1981).
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FIGURE 40: Zymogramme des leucines aminopeptidases

Le premier locus comprend 3 alléles. L'alele 2 est prédominant. alors que les dléles 1 et 3
présentent des fréquences tres faibles. En outre, I'diéle LAP 1-1 n'a été trouveé qu'aux Rochers
de Naye (cf tableau XXVI), dans les deux zones pures diploides de |a zone de contact, ainsi
gue dans la zone de mélange tétraploide. L'allele 3 n'a éé recensé que dans deux
échantillons, dans la zone de mélange et aux Rochers de Naye.

Le second locus montre une distribution intéressante. L'aléle 1 est le plus fréquent. L'alléle
rare LAP2-2, dont la fréquence est toujours inférieure a 9%, ne se rencontre chez aucun
tétraploide de la zone de contact, alors qu'il est présent dans toutes les sous-populations
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diploides de cette méme zone, al'exception de la zone pure large (cf tableau XXVII). En
outre, on le trouve dans les deux populations pures diploides et dans une seule population

pure tétraploide (Rochers de Naye).

3.3.1.8 Malate déshydrogénases
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FIGURES 41: Zymogramme des malate déshydrogénases

Cette enzyme présente une structure dimere (cf figure 41), comme chez le mai's (Longo et
Scandalios 1969, dans Goodmann et Stuber 1983) ou le dactyle (Lumaret 1981a), et semble
étre dupliqué (2 locus présentant les mémes alléles). Une duplication des genes de cette
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enzyme a également été déterminée chez Deschampsia cespitosa tétraploide (Purdy et Bayer
1995). Le génotype d'un diploide correspond donc a 4 aléles et celui d'un tétraploide a 8
alléles. Dans ce dernier cas, méme une analyse au densitométre ne permet pas de déterminer
avec précision les génotypes par |'intensité relative des bandes. Nous avons dd nous contenter,
comme pour l'isocitrate déshydrogénase, de noter la présence ou |'absence d'aléles. En outre,
I'établissement du génotype est rendue difficile par le fait que les bandes 4 et 5 apparai ssent
toujours moins intensément que celles de la partie supérieure du gel.

Une zone supplémentaire de bandes apparait au-dessus de celle représentée sur la figure 7.
L es taches se différenciant mal les unes des autres, nous n'‘avons pu |'analyser.

3.3.1.9 Peroxydases

a) Peroxydases de la cathode.

Les peroxydases de la cathode présentent 4 loci, dont 3 sont polymorphes (cf figure 42). Le
systéme enzymatique des peroxydases est monomere. Un déterminisme identique a éé
rapporté par Brewbaker et Hasegawa (1975), dans Goodmann et Stuber (1983) chez le mais,
et par Lumaret (1981a) chez le dactyle.
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FIGURES 42: Zymogramme des peroxydases de la cathode

Lelocus 1 présente deux alléles. L'alléle 2 est plus fréquent que I'alléle 1 pour I'ensemble de
la zone de contact (cf tableau XXVIII). Au sein de celle-ci, la fréquence de l'alléle 2 est
supérieure dans la zone de mélange en comparaison des zones pures. Inversément, l'alldle 1
est plus fréquent que I'aléle 2 dans les populations pures, al'exception des Rochers de Naye.

Le deuxiéme locus offre également 2 aléles. Leur vitesse de migration est tres différente,
puisque, sur les gels, ils sont distants d'au moins 2 cm. L'aléle PxC2-2 est le plus fréquent, a
I'exception des populations de la Videmanette et de la Dent-de-Lys (cf tableau XXIX).

Le locus 3 semblait présenter un aléle nul. Nous n‘avons pas pu l'intégrer dans nos résultats,
car nous ne pouvions différencier les hétérozygotes des homozygotes: les nuances d'intensité
de bandes pouvant refléter les différents génotypes ou résulter des variations de
concentrations de I'extrait utilise.
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Lelocus 4 comprend 2 alléles, représentés par des bandes généralement plus pales, que celles
des autres loci. L'alléle PxC4-2 est un peu plus fréguent que le PxC4-1, a I'exception des
Rochers de Naye (cf tableau XXX).

b) Peroxydases de |'anode.

Ce systéme enzymatique présente 3 loci, dont 2 sont polymorphes (cf figure 43). Leur
structure est également monomere. En outre, en cas de dégradation de I'extrait, des bandes
supplémentaires apparaissent aux deux extrémités du zymogramme: Dans la partie supérieure
de celle-ci plusieurs taches peuvent survenir formant un pseudo-locus (PxA.1), alors que dans
la zone inférieure une large bande apparait a la place du premier locus. Dans les deux cas, la
présence de ces bandes supplémentaires correspond a une diminution I'intensité des autres, ou
aleur disparition, selon le degré de dégradation des extraits.

Le premier locus comprend 4 alléles. Seul I'allélePxA1-2 est tres fréguent (cf tableau XXXI1).
Les autres sont rares: c'est le cas particulierement pour |'aléle PxA1-3 qui n'a été détecté que
chez les tétraploides de la partie pure restreinte de la zone de contact et dans la population
des Rochers de Naye.
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FIGURE 44b
FIGURES 43: Zymogramme des peroxydases de I'anode.

Le second locus présente 2 alléles. L'dlele PxA2-2 est toujours le plus fréquent (cf tableau
XXXI1). Dans la zone de contact, sa fréquence varie de 64 a 73% et croit vers lazone diploide
restreinte. Sa fréguence est significativement plus importante (test de Fisher p=0.0012, seuil
de signification=0.025, avec correction de Bonferroni) pour les diploides de la zone de
contact que pour ceux des populations pures. La comparaison des fréquences aléliques des
diploides de la zone de contact avec celles des tétraploides montre une différence alalimite
du seuil de ggnification (p=0.025, seuil de signification=0.025, avec correction de
Bonferroni).

En revanche, les frégences alléliques des tétraploides de la zone d'hybridation ne sont pas
significativement différentes de celles des tétraploides appartenant aux populations pures
(p=0.64 seuil de signification= 0.025, avec correction de Bonferroni).

Le dernier locus est monomorphe pour les populations étudiées.

3.3.1.10 Superoxyde dismutases

Cette enzyme montre 2 loci polymorphes dimériques (cf figure 45). Un déerminisme
génétique identique a été trouvé chez le blé (Beauchamps et Fridovich1973, dans Hart 1983),
I'orge sauvage (Brown et a 1978 dans Gottlieb 1981) et le dactyle (Lumaret 19814). L es deux
loci présentent la particularité d'étre liés. En effet, un hétérozygote ou un homozygote pour
I'alléle le plus rare se manifestent presque toujours sur les deux loci simultanément. En outre,
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les dléle SOD 1-1 et SOD 2-3, les plus fréguents pour chagque locus, apparaissent toujours
plus intensément méme lorsqu'ils sont présents dans des proportions équivalentes aux autres.

20
18
SOD.2
16 —_— — —_— —
— —
[ ] I ] [ ] [ ]
14 —
1 1 1 1
12 11 22 12 13 1123
|
10 SOD.1
8 I [ | [ | [ ]
— |
6 — — — —
11 22 12 13 1222
4
2
0
FIGURE 45a
FIGURE 45b

FIGURES 45: Zymogramme des superoxyde dismutases.

Le premier locus comprend 2 alléles. Le premier aléle présente toujours une fréguence
beaucoup plus importante que le second (cf tableau XXXII1).
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Le deuxieme locus comprend 3 alléles. Comme les deux loci sont liés, les fréquences
aléliques de SOD2-1 sont équivalentes a celles de I'allédle SOD1-1 (cf tableau XXXIV).
Toutefois, la liaison n'est pas absolue, puisgque on a trouvé un faible pourcentage de
recombinés. dans la population de la Videmanette. Les autres différences constatées pour le
second alléle sont dues ala présence de l'alléle SOD2-3. Celui-ci est extrémement rare, car on
ne I'atrouvé gue dans la zone de méange des tétraploides et ala Dent-de-Lys.

3.3.1.11 Analyse du polymor phisme.

Les aléles rares SOD2-3 et PxC1-3 sont spécifiques aux tétraploides, alors quiil n'existe
aucun aléle propre aux diploides .

Les diversités alléliques de chague échantillon, correspondant au nombre moyen d'alléles par
locus, sont comparées dans le tableau XXXV. On peut y noter les différences significatives
suivantes:

- les diploides de la zone pure restreinte présentent un nombre moyen d'alléles par locus
inférieur acelui des diploides dela zone pure large et de la Videmanette.

- les tétraploides de la Dent-de-Lys offrent une diversité aldigue plus importante que les
tétraploides de la zone pure restreinte et les diploides du Mol éson.

- les tétraploides considérés dans leur ensemble, ainsi que ceux de la zone de contact et ceux
des populations pures montrent a chague fois une diversité allélique plus élevée que les
diploides (test de Mann-Withney, pour chagque comparaison p<0.0001). Les populations
pures, qu'elles soient considérées globalement ou par taxon, offrent toujours une diversité
allélique significativement plus importante que la zone de contact (test de Mann-Withney,
p=0.0007, seuil de signification=0.125 avec correction de Bonferroni pour la comparaison
zone de contact-popul ations pures diploides, dans les autres cas, p<0.0001).

En revanche, les variations de la proportion de loci polymorphes sont faibles (cf tableau
XXXV1) et ne pas montrent jamais de différences significatives (test de Fisher).

L'analyse de la diversité génétique selon Shannon entre les zones est intéressante a plus d'un
titre (cf tableau XXXVI1):

- globalement les tétraploides offrent une diversité plus importante que les diploides.
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- pour les diploides, comme pour les tétraploides, les populations pures présentent une
diversité génétique plus importante que la zone de contact.

- dans la zone de contact, la diversité de la zone de mélange est moindre que celle des zones
pures.

Laplus grande part de la diversité génétiqueréside al'intérieur des échantillons.

- Pour latotalité des sites, ladiversité al'intérieur des échantillon (Di€) =88.48%, ladiversité
entre les échantillons (Déch) =9.6%, la diversité entre les taxons (Dtaxa) =1.96%.

- Au niveau de la zone de contact, Dié=91.22%, Déch=6.6%, Dtaxa=2.18%.

- Pour les diploides de la zone de contact, Dié=96.69%, Déch=3.33%.

- Pour les tétrapl oides de la zone de contact, Dié=90.53%, Déch=9.47%.

La diversité entre les échantillons est plus importante pour la totalité des sites étudiés, que
pour la zone de contact. Au niveau de céle-ci, la différenciation entre les échantillons
tétraploides (zone pure large, zone pure restreinte, zone de mélange) est plus importante
gu'entre les échantillons dipl oides correspondants

3.3.1.12 Mesures du flux de genes

La conversion en Nm des valeurs de flux de génes déterminés grace aux alléles personnes
sont indiquée dans le tableau XXXVIII. Les valeurs présentent |es particul arités suivantes:

- A I'échélle de la zone de contact, le flux de génes entre les échantillons tétraploides est
supérieur acelui qui intéresse les échantillons diploides.

- Pour les diploides, le flux de gene parait plus important, lorsgu'on considere I'ensemble des
échantillons, en comparaison de la seule zone de contact.

- En revanche, les tétraploides présentent un flux de genes plus élevé al'échelle de la zone de
contact, par rapport al'ensemble des échantillons tétraploides.

- Lorsgu'on considere les deux taxons, le flux de géne est plus important dans la zone de
contact en comparaison de la totalité des échantillons étudi ées.

- Les populations pures ne présentent pas d'alléles personnels.
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3.3.2Ecarts alaloi deHardy-Weinberg.

3.3.2.1 Phosphatases acides

Dans toutes les zones ou le locus 1 est polymorphe, on ne remarque pas d'écart significatif
entre les taux d'hétérozygosité attendus et observés (cf tableau XXXI1X), a I'exception de la
zone pure restreinte tétraploide de la zone de contact, pour laquelle I'écart constaté est di aun
excés d'homozygotes. Le coefficient de consanguinité (indice de fixation) apparait en
revanche assez élevé, non seulement dans la population des Rochers de Naye, mais également
dans toutes les zones tétraploides, ainsi que pour la zone pure diploide restreinte de la zone de
contact.

Pour le locus 3, les comparaisons des taux d'hétérozygosités présentent des résultats
identiques a ceux du premier locus. Le coefficient de consanguinité montre des valeurs assez
importantes pour les diploides de la Videmanette, pour les tétraploides des zones pures large
et restreinte de la zone de contact et pour la population de la Dent-de-Lys.

3.3.2.2 Alcool déshydrogénases.

L es structures génotypiques des échantillons diploides ne présentent pas d'écarts significatifs
alaloi de Hardy-Weinberg. En revanche, chez les tétraploides, a |'exception de la zone pure
restreinte de la zone de contact, un excés d'homozygotes est observé(cf tableau XL). Les
indices de fixation sont élevés pour toutes les échantillons, a I'exception de la population
diploide du Mol éson.

3.3.2.3 Enzymes maliques

La comparaison des taux d'hétérozygosité observés et attendus n'offre aucune différence
significative (cf tableau XLI). Les indices de fixation proches de zé&o des individus
tétraploides provenant des deux populations pures, ains que ceux des zones pures, large et
restreinte, confirment ces résultats. Pour |es autres échantillons, I'indice de fixation démontre
un exceés d'hétérozygotes.

3.3.2.4 Glutamate-oxal oacétate-transaminases
Pour le premier locus, un écart alaloi de Hardy-Weinberg a été déterminé pour la zone pure

diploide restreinte de la zone de contact (cf tableau XLII). Cette différence significative
résulte dun exces d'hétérozygotes, comme le confirme le faible indice de fixation. En
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revanche, ce coefficient indique une consanguinité éevée pour les autres échantillons
diploides.

Les tétraploides montrent tous, a I'exception de la zone pure restreinte, une déviation
significative par rapport a cette loi, consécutive a un exces d’homozygotes.

Le locus GOT1 présente un taux de consanguinité moyen supérieur aux autres loci, car tous
les échantillons offrent des indices F élevés. Cette caractéristique implique une corréation
positive entre ces coefficients de consanguinté et la densité des individus par échantillon (cf
figure 46).

Pour le second locus, la distribution des génotypes des diploides est conforme a l'équilibre de
Hardy-Weinberg. En revanche, les tétraploides présentent tous une déviation significative.
Elle correspond a un exces d'hétérozygotes, a l'exception de la population de la Dent-de-Lys.
Cependant, des indices éevés de consanguinité ont été déterminés pour tous les échantillons
diploides et tétraploides, a I'exception de zones pures diploides, large et restreinte, de la zone
de contact.

3.3.2.5 Leucine-amino-peptidases

La distribution génotypique du premier locus, principalement monomorphe, ne montre un
écart a I'équilibre de Hardy-Weinberg que chez les tétraploides des Rochers de Naye (cf
tableau XLI1I). Cette différence résulte d'un exces d’homozygotes, comme le confirme I'indice
de fixation.

Pour e second locus, les structures génotypiques ne démontrent aucun écart alaloi de Hardy-
Weinberg pour les diploides. Nous remarquerons cependant gue I'indice de fixation présente
une valeur relativement élevée pour la population de la Dent-de-Lys.

3.3.2.6 Peroxydases

a) Peroxydases de la partie cathodique.

Pour chaque locus, la comparaison des génotypes attendus et observés ne révele jamais de
différence significative (cf tableau XLIV).

Pour le premier locus, l'indice de fixation montre néanmoins, des valeurs relativement
importantes pour les zones de mélange diploide et tétraploide, pour les tétraploides des zones
pures large et restreinte, ains que pour la Dent-de-Lys. En revanche les zones diploides, a
I'exception de la zone de mélange, offrent des indices de fixation négatifs qui correspondent a
des exces d'hétérozygotes.
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Pour le second locus, le coefficient de consanguinité n'est important que dans la population
pure diploide du Moléson. Pour toutes les autres zones, a l'exception de la zone pure
tétraploide restreinte, les valeurs sont largement négatives.

Pour le troiseme locus, des valeurs éevées de F ont été déterminées, au niveau des diploides,
dans la zone pure restreinte de la zone de contact et dans toutes les zones tétraploides. En
outre, des valeurs négatives ont été déterminées pour les diploides de la Videmanette et de la
zone de mélange.

b) Peroxydases de la partie anodique

Pour le locus 1, la comparaison des taux d'hétérozygosité attendu et observé montre un exces
d’homozygotes chez les tétraploides de la zone pure large de la zone de contact (cf tableau
XLV). Ces résultats sont confirmés par des indices de fixation éevés. Bien que cette
comparaison n'indique pas de différence significative pour les tétraploides de la zone de
mélange et de la zone pure restreinte ains que pour les diploides du Moléson, on reléeve
cependant des indices de fixation élevés.

Pour le second locus, aucune zone ne montre une structure génotypique ne respectant pas la
loi de Hardy-Weinberg. Le coefficient de consanguinité est positif pour les Rochers de Naye.
En revanche, des indices bas, démontrant un exces d'hétérozygotes, caractérisent les zones
diploides ains que la zone pure large des tétraploides. Seuls les tétraploides provenant de la
zone de mélange, de la zone pure restreinte et de la Dent-de-Lys présentent des indices
proches de zéro.

3.3.2.7 Superoxyde dismutases

Lesdeux loci étant liés, ils présentent une structure génotypique identique (cf tableau XL V1).
Dans les zones tétraploides, al'exception de la zone pure large de la zone de contact, ains que
dans la population diploide du Moléson, I'écart alaloi de Hardy-Weinberg et la détermination
du taux de consanguinité indiquent un exces d'homozygotes. Les zones diploides pures large
et restreinte, aing que la zone tétraploide pure large offrent des indices de fixation éevés,
alors que les dructures génotypiques attendues et observées ne different pas
significativement. Les mesures des hétérozygosités observées et attendues ne different pas
significativement dans la population de la Videmanette.



Chapitre 3: STRUCTURES GENETIQUES 69

3.3.2.8 Ensemble des zones étudiées

Les zones diploides présentent toujours un indice de fixation plus faible que les sites
tétraploides (cf tableau XLVII). Ce coefficient présente toutefois une valeur relativement
élevée pour tous les échantillons a I'exception de la zone diploide pure large de la zone de
contact.

Ces réaultats ont été vérifiés par la comparaison des taux d'hétérozygosités observés entre
chaque échantillon (cf tableau XLVIII). Ony releve les différences significatives suivantes:

- Au niveau de la zone de mélange, les tétraploides montrent un taux d'hétérozygosité plus
faible que les diploides.

- Pour les deux taxons, la comparaison des taux d'hétérozygosité entre les deux types de zones
pures montre que les individus de la zone pure restreinte tendent a étre moins hétérozygotes
que lesindividus de la zone pure large.

- En outre, les tétraploides de la zone pure restreinte de la zone de contact présentent un taux
d'hétérozygosité plus bas que les diploides appartenant a la méme zone, ains que les
tétraploides de la Dent-de-Lys.

- Au niveau des populations pures, les tétraploides de la Dent-de-Lys montrent un taux
d'hétérozygosité inférieur acelui du Moléson et de laVidemanette.

- Le taux d'hétérozygosité moyen de la population de la Videmanette est plus élevé que celui
des Rochers de Naye.

De maniére générale, on peut constater que les tétraploides présentent une hétérozygosité
moins importante que les diploides des échantillons correspondants (test de Mann-Withney,
P<0.0001). En outre, les populations pures offrent un taux dhéérozygosité moyen
significativement plus élevé que celui de la zone de contact (test de Mann-Withney, p=0.001,
seuil de signification=0.025 avec correction de Bonferroni).

Les zones diploides présentent toujours un indice de fixation moins important que les sites
tétraploides. Ce coefficient présente toutefois une vaeur relativement élevée pour tous les
échantillons a I'exception de la Videmanette et de la zone diploide pure large de la zone de
contact.
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Les vaeurs de l'indice de fixation de Wright peuvent étre converties en terme de taux
d'alogamie (selon Brown 1979). On constate que les diploides sont plus allogames que les
tétraploides. Pour les deux taxons, ce sont les zones pures larges de la zone de contact qui
offrent les valeurs les plus élevées.

3.3.3. Distances génétiques.

L es distances génétiques ont été établies pour chague locus séparément et pour |'ensemble des
données. Les dendrogrammes sont construits sur une échelle variant de 0.025 a0.35. Lesloci
les plus polymorphes correspondent aux distances génétiques les plus élevées et sont donc
nécessairement plus informatifs.

3.3.3.1 Phosphatases acides

Les distances génétiques déterminées sur la base du premier locus sont illustrées par le
dendrogramme de la figure 47. Aucun groupe ne semble refléer une identité géographique
ou taxonomique.

Pour le troiséme locus (AcPH3), les populations pures, a l'exception de cele de la
Videmanette, sont relativement proches (cf figure 48). En revanche, les autres zones ne sont
pas groupées selon leur appartenance taxonomique.

3.3.3.2 Alcool déshydrogénases

La figure 49 montre un dendrogramme qui est scindé en deux entités. La premiéere est
congtituée des diploides de la Videmanette et de la zone de mélange, a laquelle se greffe la
zone pure restreinte, puis la population tétraploide de la Dent-de-Lys. Le second groupe est
formé par les autres zones qui sont associées par paires, dont la derniere comprend les
tétraploides de la zone pure large et de la population des Rochers de Naye. En revanche, les
deux autres paires impliquent, a chague fois des taxons différents.

3.3.3.3 Enzyme malique

Lafigure 50 montre des caractéristiques intéressantes:

- Les diploides de la Videmanette et les tétraploides des Rochers de Naye forment un groupe.
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- Le groupe précité est relié a deux autres zones, génétiquement trés proches: les tétraploides
delaDent-de-Lys et ceux delazone pure large.

- Le groupe suivant est constitué des deux zones diploides correspondantes aux deux sites
tétraploides précédent. 1l sagit de la population du Moléson et celle de la zone pure diploide
large.

- Les zones diploides pures large et restreinte, ains que la zone de mélange tétraploide
forment une quatriéme entité, qui se greffe au groupe précédant.

- La zone diploide de mélange représente le site qui se trouve le plus éoigné génétiquement
des autres zones.

3.3.3.4 Glutamate-oxal oacétate-transaminases

Dans le dendrogramme de la figure 51, qui représente les distances génétiques entre les zones
étudiées, un seul groupe semble correspondre a une structure géographique: il sagit du groupe
congtitué des zones pures larges diploide et tétraploide, de la zone de méange diploide, ains
gue de la zone pure diploide restreinte.

Pour le second locus, on remarquera que les zones issues de la zone de contact, a I'exception
de la zone pure diploide restreinte, appartiennent avec la population de la Dent-de-Lys a un
méme groupe (cf figure 52). La distribution des liens qui constituent cette entité ne semble
toutefois pas correspondre a la répartition géographique des sites appartenant a la zone de
contact.

3.3.3.5 Leucine-amino-peptidases

Par le nombre important d'échantillons monomorphes, les distances génétiques sont tres
faibles et rendent |es dendrogrammes des deux loci ininterprétables (cf figure 53 et 54).

3.3.3.6 Peroxydases
a) Peroxydases de la partie cathodique.
Pour le premier locus, le dendrogramme (cf figure 55) est constitué de deux entités

principales:

- Le premier groupe correspond aux populations pures, aors que le second est constitué des
échantillons de la zone de contact, al'exception des Rochers de Naye.
- Le second groupe est lui-méme constitué de deux sous-groupes.
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- Le premier sous-groupe est formeé des zones pures diploides, large et restreinte, reliées ala
zone pure tétraploide restreinte et aux Rochers de Naye.

-L e second sous-groupe comprend les zones de mélanges diploides et tétrapl oides étroitement
liées et 1a zone pure tétraploide large.

L e dendrogramme du second locus ne refléte en revanche, aucune structure géographique ou
taxonomique (cf figure 56).

Pour le quatrieme locus, lafigure 57 montre | es caractéristiques suivantes:

- Les diploides de la Videmanette et de la zone pure large sont reliés aux diploides du
Moléson. Cette entité forme un groupe avec la zone de mélange diploide et la population des
Rochers de Naye qui représente la seule zone tétraploide intervenant au sein de cette premiére
entité.

- La seconde entité et également partagée en deux sous-groupes génétiquement assez
éloignés. Les relations entre les zones qui les constituent ne correspondent pas a la répartition
dessites sur le terrain.

b) Peroxydases de la partie anodique.

Le premier locus n'offre pas un dendrogramme représentant les structures géographiques ou
taxonomiques existantes (cf figure 58). On peut néanmoins constater que les populations
pures, a l'exception de celle de la Videmanette, semblent largement séparées des zones
appartenant a la zone de contact. En outre, ces populations pures paraissent génétiquement
assez éloignées |'une de l'autre.

Le dendrogramme du second locus met en évidence (cf figure 59) la proximité des zones
pures tétraploide large et restreinte, ains que celle des zones de mélange diploide et
tétraploides. Cependant, les rapports entre ces deux paires de sites et les autres zones ne
correspondent pas aux relations géographiques qui existent réellement.

3.3.3.7 Superoxyde dismutases

Les deux loci éant étroitement liés nous n‘avons construit qu'un seul dendrogramme. Celui-ci
ne semble également pas refléter des proximités geographiques ou taxonomiques. On vy
remarque toutefois é éments intéressants tel s (cf figure 60):
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- les relations étroites entre les populations pures, al'exception de la population du Moléson.

- la proximité génétique des deux zones diploides pures, large et restreinte, ains que la
relation étroite entre les tétraploides de la zone pure large et les tétraploides de la zone de
mélange.

3.3.3.8 Ensemble des | oci

Ce dendrogramme est probablement le plus informatif, grace aux importantes distances
génétiques sur la base desguelles il a été élaboré. En ne tenant pas compte des zones pures
restreintes, les populations pures sont bien individualisées, aors que les échantillons de la
zone de contact sont regroupés, a l'exception des Rochers de Naye. Chez les tétraploides, la
zone de mélange est génétiquement proche de la zone pure, tandis que, pour les diploides, les
deux échantillons sont plus distants.

3.3.4 Structure phénotypique.
3.3.4.1 Autocorréogramme

Seuls les autocorrélogrammes présentant des valeurs significatives ont été présentés.
Videmanette

Pour cette population, aucune autocorrélation spatiale n'a éé mise en évidence.

Moléson

Pour cette population diploide, seul le locus EM1 montre une autocorrélation spatiae
significative entre 0.6 et 1.2 métre, indiquant que, dans cette classe de distance, les individus
tendent a présenter les mémes alléles pour ce locus (cf figure 69).

Zone de contact pure diploide restreinte

Aucune autocorrélation spatiale n'a été déterminée dans cette zone.
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Zone de mélange diploide

Nous avons relevé les autocorré ations significatives suivantes:

les unes sont négatives:

- entre 5.25 et 5.91 m, ains qu'entre 6.57 et 7.22 m de distance, le locus PxC2 tend a présenter
des aléles différents comparé a ce qu'on attend dans une distribution aléatoire (cf figure 62).

et les autres sont positives:

- le locus PxC4 montre, en revanche, une autocorréation positive entre 5.91 et 6.57 m (cf
figure 63).

- On congtate gque les plantes ont tendance a présenter |le méme allél e appartenant au locus
EM1 entre 7.88 et 8.54m (cf figure 64).

Zone de mélange tétraploide

Une autocorréation significative positive apparait pour le locus EM1 entre 1.64 et 1.97 m (cf
figure 65).

Zone de mélange diploide et tétraploide

Le locus PxC2 montre une autocorrélation significative positive entre 0.66m et 0.98m (cf
figure 66). D'autre part, la comparaison des distributions des classes de distance des diploides
et des tétraploides montre que les tétraploides se distribuent de maniére plus réguliere que les
diploides (cf figure 66 et 67).

Zone de contact pure tétraploide

On constate des autocorré ations spatiales significatives pour les locus suivants:

- Pour le locus AcPH3 les plantes tendent a présenter des aléles différents entre 2.44 et
2.75m (cf figure 67).

- En revanche, les plantes semblent présenter les mémes alléles du locus PxC2, entre 3.97 et
4.27m (cf figure 68).

Dent-de-Lys
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- Pour la totalité des alléles de la population de la Dent-de-Lys, la classe de distance entre
5.64 et 5.96m montre une autocorréation négative démontrant que les individus tendent a
posséder des alédes différents a cette distance. En revanche, pour les autres classes, les
répartitions alléligues sont spatialement indépendantes les unes des autres (cf figure 70).

Rochers de Naye

- Le locus PxC4 montre une forte tendance a présenter le méme alléle entre 4.99 et 5.32m de
distance (cf figure 71).

3.3.4.2 Analyse canonique des correspondances

L'analyse permettait d'expliquer seulement 3.11% de la variance totale. Malgré ce résultat
meédiocre, la représentation des coordonnées des centroides définissant |a position moyenne
de chaque variable, permet de définir les alléles qui caractérisent le mieux les échantillons (cf
figure 72). En totalité 18 aleles permettent de séparer les sites éudiés:

- Comme le démontrait le dendrogramme réalisé sur la totalité des zones, la zone pure
diploide restreinte apparait quelgue peu isolée des autres populations. Seul le troiseme aléle
du second locus de |a superoxyde dismutase (SOD2-3) semble caractériser, dans une certaine
mesure, cette zone.

- Les tétraploides de la zone pure large, de la zone de mélange, les diploides de la zone pure
large et les diploides du Moléson forment un groupe dans I'espace multidimensionnel. La
zone pure téraploide restreinte de la zone de contact apparait 1égérement plus éoigné. Ces
zones sont caractérisées principalement par les aléles GOT 2-8, AcPH 1-2, SOD 2-2 et GOT
2-7.

- Les diploides provenant de la population de la Videmanette et ceux de la zone de mélange
forment également un petit groupe. La population de la Dent-de-Lys se place plus loin, dans
la méme direction. Ces zones sont influencées notamment par les alléles suivants. SOD 2-3,
GOT 2-1, LAP2-2, ADH 1-1, PxAl-1 et PxA1-4.

- La population des Rochers de Naye correspond a la zone la plus isolée de |'espace
multidimensionnel. De nombreux loci participent a cette séparation. Il Sagit principalement
desaldes 2, 4, 5 et 6 du second locus des glutamate-oxal oacétate-transaminases, des aléles 1
et 4 du premier locus des leucine-amino-peptidases, ains que des ADH 1-3 et PXA1-3.
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3.3.5 Corréation entre I'hétérozygosité de la plante mére et le taux d'inhibition
en autogamie

Nous avons pu déterminer une corrélation positive entre ces deux variables pour I'ensemble
des échantillons éudiés, ainsi que pour la zone diploide pure restreinte de la zone de contact
(cf figure 73 et 74).

3.3.6 Influence de I'hétérozygosité et de la diversité génétique sur diverses
variablesliéesala vigueur®

L es comparai sons n'impliguent, comme nous |'avons déja mentionné, que la zone de mélange,
les zones pures restreintes et |es populations pures du Moléson et de la Dent-de-Lys.

3.3.6.1 Effort reproductif

Les comparaisons de I'effort reproductif (nombre d'épillets'nombre d'épi) entre chaque
échantillon figurent dans le tableau XLIX. On n'y remarque qu'une seule différence
significative: les diploides du Moléson présentent un effort reproductif inférieur aux
tétraploides de la Dent-de-Lys.

En outre, les tétraploides offrent un effort reproductif plus important que les diploides (test de
Mann-Withney, p=0.0002, seuil de signification=0.025 avec correction de Bonferroni).

3.3.6.2 Taux de caryopses bien formés

Le tableau L présentent les comparaisons des taux de caryopses bien formés entre les
échantillons. Ony releve les différences significatives suivantes:

(1) Comme les variances ne sont pas homogenes (hétérodastiscité), il est en fait incorrect de
réaliser desrégressions sur ces données. Par conséguent, nous les avons remplacé,
ultérieurement a la rédaction de ce manuscrit, par des tests de Kruskal-Wallis. Lorsque ces
derniers étaient significatifs, on comparait les variables liées a la vigueur deux & deux. par
des tests de Mann-Withney. En considérant |'hétérozygosité, on retrouvait les mémes
tendances que pour les régressions. En revanche pour la diversité génétique, aucun test de
Kruskall-Wallis n'était significatif.
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- Au niveau de la zone de contact, les diploides de la zone pure montrent un taux de caryopses
bien formésinférieur acelui des diploides de la zone de mélange.

- Les diploides du Moléson offrent un taux de caryopses bien formés plus élevé que celui de
la zone diploide pure de lazone de contact, ains que celui des tétraploides de laDent de Lys.

D'autre part, les populations pures présentent un taux moyen de caryopses bien formés
supérieur a celui delazone de contact (test de Mann.Withney, p<0.0001).

3.3.6.3 Fertilité

La fertilité moyenne de chagque échantillon a été comparée dans le tableau L 1. Les différences
significatives concernent la population diploide du Moléson. En effet, les individus de cet
échantillon présentent une fertilité plus importante que celle de la zone diploide de la zone de
contact, ainsi que celle des tétraploides de la Dent-de-Lys.

De fagon plus générale, on constate que la fertilité des individus appartenant aux populations
pures est supérieure a celle des plantes de la zone de contact (test de Mann-Withney,
p=0.0001). D'autre part, les tétraploides de la zone de contact sont plus fertiles que les
diploides (test de Mann-Withney, p=0.0057, seuil de signification=0.0125 avec correction de
Bonferroni)

3.3.6.4 Régression entre I'hétérozygosité et I'effort reproductif

Trois loci montrent une régression significative entre I'hétérozygosité et I'effort reproductif.
Dans chague cas, les pentes obtenues sont négatives et les régressions concernent les
populations pures. Les loci impliqués sont PxC1, PxA2 et GOT2 (cf tableau LII). Ces trois
régressions sont représentées respectivement sur les figures 75, 76 et 77. Pour ces trois loci,
nous avons effectué des régressions sur diverses zones et échantillons dans le but de
déterminer leurs influences sur les résultats obtenus pour la zone de contact et I'ensemble des
populations pures.

-Pour le locus PxC1, les échantillons considérés dans leur totalité présentent une régression
significative négative. (p=0.0265, seuil de signification=0.05, avec correction de Bonferroni,
cf tableau LI11I)

- Comme pour le locus PxC1, I'ensemble des échantillons montre une régression significative
entre le taux d'hétérozygosité du locus PxA2 et l'effort reproductif (p=0.0041, seuil de
signification=0.05, avec correction de Bonferroni, cf tableau LIV).



Chapitre 3: STRUCTURES GENETIQUES 78

- Sur le tableau LV, on congtate que l'ensemble des tétraploides étudiés montrent une
régression positive significative entre le taux d'hétérozygosité du locus GOT2 et I'effort
reproductif (p=0.0142, seuil de signification =0.025 avec correction de Bonferroni).

3.3.6.5 Régression entre I'hétérozygosité et |e taux de caryopses bien formés

Seul le taux d'hétérozygosité du locus GOT2 montre une corrélation avec le taux de caryopses
bien formés.(cf tableau L1I). Cette régression significative est négative et concerne la zone de
contact (cf figure 78). Aucun autre ensemble de zones, ainsi qu'aucun échantillon ne présente
de régression significative pour ce locus (cf tableau LV1).

3.3.6.6 Régression entre I'hétérozygosite et la fertilité

Deux régressions significatives ont été relevées (cf tableau LI1). Dans les deux cas, lafertilité
est corrélée avec le taux d'hétérozygosité du locus GOT2. L'influence de ce dernier facteur est
inverse pour la zone de contact et les populations pures. En effet, la pente obtenue est
négative pour la zone d'hybridation, alors qu'dlle est positive pour les populations pures (cf
figures 79 et 80). L'analyse du tableau LV I nerévéle aucune autre régression significative.

3.3.6.7 Régression entre la diversité allélique et I'effort reproductif

Le tableau LVIII montre que seule la diversité alélique du locus GOT1 est corréée
positivement avec I'effort reproductif des individus des populations pures (cf figure 81).
D'autre part, pour ce méme locus, on reléve une régression significative positive, pour
I'ensembl e des échantillons, ainsi que pour les tétraploides (cf tableau L1X).

3.3.6.8 Régression entre la diversité allélique et le taux de cayopses bien formés

La diversité alélique pour le locus EM1 montre une régression significative avec le taux de
caryopses bien formés (cf tableau LV1I1). Cette régression qui concerne la zone de contact, est
positive (cf figure 82). En considérant divers ensembles de zones ou les différents
échantillons éudiés, on ne reléve aucune autre corréation significative entre les deux
variables (cf tableau L X).

3.3.6.9 Régression entre la diversité allélique et la fertilité

La seule régression significative observée est équivaente a celle déterminée entre la diversité
allélique et le taux de caryopses bien formés (cf tableau LVIII). En effet, la corrélation
concerne le méme locus et la méme zone. En outre, la pente obtenue est égale a celle
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déterminée sous 3.3.5.10 (cf figure 83). L'analyse du tableau LXI révéle des régressions
significatives pour la totalité des échantillons, ains que pour I'ensemble des tétraploides
(p=0.0294, seuil de signification=0.05% et p=0.0101, seuil de signification=0.025 avec
correction de Bonferroni).

3.4 DISCUSSION

3.4.1 Structures alldiques.
3.4.1.1 Analyse du polymorphisme.

La comparaison du taux de polymorphisme et de la diversité alélique (nombre moyen
dalléles par locus) indique que les plantes échantillonnées dans la zone restreinte tétraploide
sont représentatives de I'ensemble de la zone pure de la zone de contact. En effet, les
tétraploides provenant de la zone pure restreinte et ceux de la zone pure large offrent un
polymorphisme identique. En outre, le nombre moyen d'alléles ne présente pas de différences
significatives entre ces deux échantillons. En revanche pour les diploides, la zone pure
restreinte montre une diversité alléligue moins élevée que celle de la zone large. Ces
différences indiquent que la représentativité de la zone restreinte, par rapport a la zone large,
est plus discutable que dans | e cas des tétrapl oides.

La proportion de loci polymorphes et e nombre moyen d'aléles par locus sont des paramétres
étroitement liés. Néanmoins, le taux de polymorphisme est une méthode moins sensible que
celle de la diversité alélique. Ce dernier caractére ne montre pas dimportantes variations
entre les deux taxons, du fait du faible nombre d'alléles spécifiques a chague échantillon. Ce
résultat, qui traduit une faible différenciation génétique entre les diploides et |les tétraploides,
differe de ce que Soltis et Soltis (1989) observérent chez Tolmiea, puisque les auteurs
déterminérent un polymorphisme plus élevé chez les tétraploides que chez les diploides. En
outre, la faible diversité aléique déterminée pour la zone de mélange diploide peut
probablement sexpliquer par I'effectif réduit de cette zone.

Selon Lumaret et Barrentios (1990), un autopolyploide récent doit posséder plusieurs alléles
prédominants, identiques a ceux des diploides, et montrer par conséquent un faible degré de
différenciation avec son ancétre diploide (Soltis et Soltis 1989). Chez A. alpinum, la structure
génétique des tétraploides présente qualitativement de tres nombreuses similarités avec celle
des diploides, et confirme ains |'origine autopolyploide du cytotype tétraploide. Sur la base
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d'autres critéres, cette origine avait dé§ja été établie par Hedberg (1970), Teppner (1970) et
Felber (19873, b, 1988)

Gottlieb (1977) détermina un nombre moyen d'alées par locus de 1.88 +/- 0.12 pour les
especes hautement autogames et de 2.86 +/- 0.24 pour les allogames. Schell et Waterway
(1992) indiquent des valeurs plus faibles (1.7 pour les espéces diploides autogames et 2.2,
pour les especes diploides anémophiles a reproduction mixte). Nos valeurs moyennes (1.99
pour les diploides et 2.2 pour les tétraploides) sont comparables a celles de Schell et
Waterway (1992) pour les espéces a reproduction mixte.

Le nombre moyen d'aléles par locus des tétraploides est supérieur a celui des diploides. Ce
phénomeéne confirme les prévisons de Stebbins (1950) et Grant (1971), ains que les
observations de Lumaret (1988a, b), Lumaret et Barrentios (1990) pour les dactyles
autotétraploides et celles de Soltis et Riesenberg (1986) chez Tolmiea. Cette plus grande
diversité résulte de la présence d'aléles qui sont spécifiques aux polyploides. Ces derniers
peuvent étre avantageux en participant a I'accroissement de I'hétérozygosité. |ls peuvent, en
outre, étre favorsés chez les tétraploides, grace a la capacité des polyploides a masguer les
aléles délétéres.

Chez A. alpinum, bien que les tétraploides montrent un nombre moyen d'alléles par locus plus
important, cette augmentation n'atteint pas |'ampleur enregistrée chez les dactyles tétraploides.
En effet, Lumaret (1988a) dénombra environ deux fois plus d'alées chez les polyploides que
chez les diploides.

En outre, la diversité alléligue moyenne, considérée globalement ou par taxon, est plus élevée
dans les populations pures que dans la zone de contact. Ce résultat est en contradiction avec
les prévisions de Barton et Hewitt (1985) qui observent que les zones de contact sont souvent
caractérisées par une augmentation de la fréguence des alléles rares. Selon les mémes auteurs,
méme Sils sont avantageux, les nouveaux alléles n'ont probablement pas de conséquence
évolutive importante, de par I'exiguité de la région dans laquelle ils apparaissent, ains que du
grand nombre de recombinants. Par conséquent, la diminution de ladiversité allélique dans la
zone de contact entre A. alpinum diploide et tétraploide ne devrait pas influencer de maniére
significative les potentialités évol utives des taxons.

Contrairement au nombre d'alléles moyen par locus, la diversité de Shannon augmente avec le
nombre d'alléles par locus et leur équifréguence. Nos résultats montrent que la plus grande
partie de la diversité génétique se trouve au sein méme des échantillons éudiés, alors que les
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échantillons, ou les degrés de polyploidie different peu entre eux. Le degré de différenciation
des échantillons dépend du flux de genes entre les populations du méme taxon et des
échanges génétiques entre le diploide et le tétraploide.

Le flux de génes entre les popul ations du méme taxon serafavorisé si:

- le taux d'allogamie est élevé. Dans le chapitre consacré aux interactions reproductives, il a
été démontré qu'Anthoxanthum alpinum diploide et tétraploide étaient facultativement
autogames. Cette caractéristique doit donc contribuer a diminuer le flux de genes entre les
taxons.

- la capacité de dispersion du pollen et des graines est importante (Hamrick 1981, Whedlen et
al. 1983, Van Dijk et al 1985). Pour Anthoxanthum alpinum, Felber (non publié) détermina
gue la dispersion des grains de pollen et de celle des caryopses suivait une courbe
asymptotique. Une telle courbe est d'ailleurs toujours associée a une mesure de dispersion de
pollen ou de graines (Solbrig 1976). Pour les caryopses, |I'écart standard de la distribution a
environ 68% équivaut a 30cm et 95% des caryopses sont disséminés dans un rayon inférieur a
80 cm. Pour les grains de pollen I'écart standard est de 2m et 95% des grains de pollen se
trouvent dispersé dans un rayon inférieur a 11m.

En outre, le flux de genes entre les deux taxons sera plus probable si:

- le taux d'hybridation est élevé. Ce taux est fonction de l'intensité des barrieres pré- et
postzygotique a I'hybridation. Chez Anthoxanthum alpinum diploide et tétraploide, Felber
(1988a) releva l'existence d'une barriere prézygotique a I'hybridation sous la forme d'un
décalage de la phénologie de la floraison entre les deux taxons. En outre dans le chapitre 2,
nous avons déterminé I'existence d'une barriére postzygotique a l'hybridation, dont I'efficacité
est réduite en cas d'hybridation entre un ovule diploide et un microgamétophyte haploide. Ces
deux types de barriére conduisent a une réduction du flux de génes. Néanmoins, une
proportion appréciable de triploides est présente dans la zone de mélange des taxons (Felber,
non publié).

- le taux de différenciation génétique initial est faible. Ce sera le cas s les taxons se sont
séparés récemment (Hamrick 1981, Wheelen et al. 1983) ou s le polyploide sest formé par
autopolyploidisation (Soltis et Soltis 1989). La faible différenciation entreA. alpinum
diploide et tétraploide atteste de ce mode polyploidisation.
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Au niveau de la zone de contact, on constate néanmoins une différenciation plus éevée entre
les zones tétraploides, en comparaison des zones diploides. Selon Crawford (1989), la
différenciation génétique globale des espéces autogames est relativement devée entre les
populations, aors guelle est faible a l'intérieur de celles-ci. Ces données regjoignent nos
résultats obtenus pour |'éude des interactions reproductives, ou une augmentation de
I'autogamie a été déterminée chez les tétraploides. En effet, |a différenciation génétique entre
les échantillons tétraploides est supérieure a la différenciation entre les échantillons diploides.

3.4.1.2 Didtributions alléliques et flux de genes @

Les fréquences aldigques de quatre loci présentent une distribution qui pourrait démontrer
I'existence de flux de genes entre diploides et tétraploides. Les résultats obtenus sont basés sur
I'hypothese de la neutralité des isozymes.

A I'échelle de la zone de contact, la présence de I'alléle ADH1-3 a été déterminée, chez les
diploides, uniguement dans la zone de mélange, alors qu'elle a é&é détectée dans la zone pure
large, ains que dans la zone de mélange des tétraploides. Son absence de la zone pure
restreinte tétraploide peut sexpliquer par la petite surface de ce site et son faible effectif.
Cette répartition pourrait résulter d'un flux de genes des tétraploides en direction des
diploides, I'dldle ADH1-3 n'ayant pas encore atteint |a zone pure diploide de la zone de
contact.

La distribution de I'alléle LAP1-1 au sein de la zone de contact pourrait indiquer |'existence
d'un flux de génes des diploides en direction des tétraploides. En effet, cet alde a été trouvé
dans I'échantillon tétraploiode de la zone de mélange, ains que dans tous les échantillons
diploides, al'excetion de celui prélevé dans la zone de mélange. Son absence de I'échantillon
diploide de la zone de mélange pourrait également étre expliquée par le faible effectif
conjugué alarareté de l'dléle considéré.

L'aldle LAP2-2, al'échelle de la zone de contact n'existe que chez les diploides, a l'exception
de la zone pure large. Cet aléle semble donc caractéristique des diploides de la zone de
contact. Dans ce cas, le flux de génes n'aurait pas contribué a la propagation de cet aléle des
diploides aux tétraploides.

(2) Puisque certains loci semblent étre soumis a la sélection, seuls ceux considérés comme
neutres devraient étre utilisés dans le calcul du flux de génes.
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Il convient cependant de demeurer prudent quant aux résultats concernant ces trois aléles,
puisque dans chaque cas, les intervalles de confiance présentent des valeurs élevées. En effet,
il sagit d'allélesrares (fréguence inférieure a 5% pour ADH 1-3 et LAP1-1) ou peu fréquents
(fréguence inférieure & 8.2%, pour LAP2-2).

L'alléle PxA2-2 montre également une distribution intéressante. Sa fréquence est relativement
élevée pour I'ensemble des populations tétraploides et les échantillons diploides de la zone de
contact. En revanche, elle est plus faible dans les deux populations pures diploides.
Contrairement aux exemples précédents, la fréquence des alléles du locus PxA2 est élevée et
les intervalles de confiances sont faibles, augmentant la fiabilité de ces résultats. La
répartition de l'alléle PxA2-2 pourrait résulter d'un flux de genes du tétraploide vers le
diploide, a I'échelle de la zone de contact. Felber (non publié) détermina, par analyse des
descendances naturelles, I'existence d'un flux de genes entre diploides et tétraploides, qui se
produirait soit par formation de diplogameétes, soit par I'intermédiaire de triploides. D'autres
études ont permis de mettre en évidence un flux de genes entre différents degrés de
polyploidie par la production de gamétes non réduits, notamment chez Solanum (den Nijs et
Peloquin, 1977), Tolmiea (Soltis et Soltis 1989) et Dactylis (Lumaret 1981a, 19883, Lumaret
et Barrentios 1990). En revanche, aucun échange génétique n'a encore pu étre mis en évidence
in situ, dans le sens tétraploide - diploide. Nos résultats soutiennent I'hypothése de I'existence
dun flux de génes dans cette direction, qui pourrait se dérouler exclusivement par
I'intermédiaire de triploides. Chez A. alpinum, les flux de génes bidirectionnels attestent de la
dynamique des complexes polyploides, tel que Brochmann et a. (1992a) et Menken et al.
(1995) l'avaient défini.

La déermination du flux de génes (Nm) par la méthode des aléles rares (Slatkin 1985)
montre, au sein de la zone de contact, que les échanges génétiques sont plus intenses entre les
zones tétraploides (Nm=0.0797) qu'entre les échantillons diploides (Nm=0.0009). La
proximité des diverses zones formant la zone de contact pourrait impliquer un flux de génes
plus important, comme |'étude de la diversité de chague zone l'avait d§a suggéré. Les
diploides semblent cependant, présenter une intensité de flux génique plus élevée entre les
populations pures et la zone de contact (pour la totalité des diploides, Nm=0.00130), qu'a
I'intérieur méme de la zone de contact (Nm=0.0009). Cette observation pourrait révéler une
différenciation du systeme de reproduction des deux taxons. |l est également possible que le
flux de génes entre les échantillons de la zone de contact ait éé sous-estimé en raison du
faible effectif de I'échantillon diploide de la zone de mélange.



Chapitre 3: STRUCTURES GENETIQUES 84

Pour chaque zone étudiée, I'intensité du flux de génes parait insuffisante pour empécher une
différenciation substantielle par dérive génétique, puisqu'un nombre de migrants par
génération supérieur a 1 est généralement nécessaire pour éviter ce phénomene (Ellstrand
1992, Freiley 1993). Hamrick (1989) reporta des valeurs de flux génétique, calculées a partir
de l'indice Fst, sétendant de 0.265 pour les especes autogames a 5.380 pour les plantes
allogames anémophiles. Bien que la méthode de calcul du flux de gene ne soit pas identique,
nos résultats peuvent cependant étre comparés avec ceux de Hamrick. En effet, selon Slatkin
et Barton (1989), la méthode des alléles rares ou celle de Fst donne des valeurs de flux de
genes semblables. Le nombre maximum de migrants par génération que nous avons déterminé
se révéle donc hien inférieur a 0.265, indiguant que le mode de reproduction serait
facultativement autogame. Un faible flux génique ne représente cependant pas un phénomene
véritablement atypique: Grant (1980) et Slatkin (1987) indiquent qu'il peut y avoir peu
d'échanges génétiques entre des populations, méme sur des distances modérées. D'autre part,
Barton et Hewitt (1983), Hewitt (1988, 1989) constatent également qu'un flux de génes réduit
peut prévaloir entre des popul ations parapatriques qui shybrident.

Nos résultats doivent cependant étre considérés avec prudence, puisque cette méthode de
calcul du flux de géne présente I'inconvénient d'ére sensible aux erreurs. 1l existe en outre un
risque relativement important d'identifier un aléle commun comme un aléle rare (Slatkin et
Barton 1989).

3.4.2 Ecartsalaloi deHardy-Weinberg.

Des écarts significatifs a la loi de Hardy-Weinberg, déterminés par la comparaison des
génotypes attendus et observés sont relativement rares dans nos observations. |ls sont
généralement dus a un exces d'’homozygotes, a I'exception de quelques échantillons pour les
glutamate-oxal oacétate-transaminases, ou un exces d'hétérozygotes a été observé. Toutefois,
on note souvent un indice de consanguinité élevé sans avoir observé un écart significatif ala
loi de Hardy-Weinberg. Ce paradoxepourrait résulter de la sensibilité accrue de l'indice de
Wright & un excés d'homozygotes, en comparaison du test du chi2 utilisé dans I'autre
méthode. Ce test prend en compte la répartition de toutes les classes génotypiques
homozygotes et hétérozygotes. Par conségquent, un excédent d’homozygotes peut étre masqué
par les autres génotypes, dont la répartition quant a elle, correspondrait davantage a la
répartition attendue.
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De nombreux auteurs ont déterminés le taux d'hétérozygosité chez des allopolyploides (Roose
et Gottlieb 1976, Crawford 1989, Krebs et Handcok 1988, Brochmann et Elven 1992) et
également chez des autopolyploides (Stebbins 1980, Levin 1983, Soltis et Soltis 1989, 1993).
Les résultats montrent une plus grande hétérozygosité des tétraploides en comparaison des
diploides. Les auteurs n'ont cependant pas introduit le facteur de correction qui permet de
comparer les taux d'hétérozygosité observés des diploides et des polyploides. Seule Lumaret
(1981, 19884) a effectué cette correction pour les autotétraploides de Dactylis. Elle constata
également une éévation du taux d'hétérozygosité chez le polyploide. Cette augmentation de
I'hétérozygosité chez les autotétraploides serait due a leur héritabilité tétrasomique qui leur
permet de posséder jusgu'a 4 dlées différents (Soltis et Soltis 1989). Selon les mémes
auteurs, cette propriété confére aux autopolyploides une flexibilité biochimique et
physiologique plus importante que chez leurs ancétres diploides. Anthoxanthum alpinum
tétraploide ne semble cependant pas bénéficier de ces avantages, puisque le taux
d'hétérozygosité de ce cytotype est inférieur a celui du diploide. Purdy et Bayer (1995), chez
Deschampsia, déterminérent également une diminution de [I'hétérozygosité chez un
autotétraploide endémique d'un petit territoire, par rapport a son progéniteur diploide. Un taux
élevé d'autogamie (Loveless et Hamrick 1984, Soltis et Soltis 1989), une forte consanguinité,
une reproduction végétative importante (Soltis et Soltis 1989), une population de progéniteurs
potentiels réduite (taille de voisinage réduite), (Richard 1986), ains que la division de la
population (Walhund, 1928) représentent des facteurs susceptibles de réduire I'hétérozygosité
d'une espece. Dans notre cas, nous pouvons exclure les effets de la reproduction végétative,
pui squ' Anthoxanthum al pinum ne possede pas ce type de reproduction.

Alors que la comparaison des taux d'hétérozygosité révele des valeurs plus faibles pour les
tétraploides que pour les diploides, celle de la diversité alléique montre des valeurs plus
élevées pour les polyploides. Par conséquent, les alléles propres aux tétraploides, Sils
augmentent dans une certaine mesure le nombre moyen d'alleles par locus, ne contribuent pas
aaugmenter globalement I'hétérozygosité.

La consanguinité est plus élevée chez les tétraploides, en comparaison des diploides. Chez ces
derniers, c'est au niveau de la zone pure large que I'indice de fixation est |e plus bas. Pour les
autres échantillons, les indices de Wright révélent donc I'existence dune certaine
consanguinité, qui n'atteint cependant jamais les niveaux observés pour les zones tétrapl oides.

Une consanguinité élevée peut résulter de la divison de la population (effet Wahlund), de la
reproduction entre individus apparentés ou de |'autogamie. La forte densité des échantillons
tétraploides de la zone de contact (cf tableau LVI) pourrait favoriser la reproduction "intra-
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familliale" (Ellstrand et al. 1978) et expliquer, de ce fait, I'augmentation de la consanguinité
chez le polyploide de la zone d'hybridation. En outre, les taux d'allogamie calculés a partir de
F démontreraient que les tétraploides seraient plus autogames que les diploides. Cette
hypothése est en accord avec les résultats des interactions reproductives.

Malgré I'hypothese d'un taux d'autogamie plus élevé chez les tétraploides, un flux de genes
important a été déterminé pour ce taxon, dans la zone de contact. Ce paradoxe pourrait étre
expliqué par la méthode de calcul des échanges génétiques, basée sur les alléles personnels.
Au niveau de la zone de contact, I'apparition d'alléles spécifiques peut résulter de mutations
au niveau des individus introgressés qui tendent a présenter une éévation de la mutagénese
(Rieseberg et Ellstrand 1993). Ces mutations ne seraient généralement pas conservées chez
les diploides, alors qu'elles seraient maintenues chez les tétraploides, grace a leur capacité de
masguer les alléles déléteres. La présence de trois aléles rares, spécifiques aux tétraploides
(GOT2-8, PxA1-3 et SOD2-3) et |'absence de tels alléles chez les diploides corroborent cette
hypothése.

3.4.2 Distances génétiques

La neutralité des isozymes a fait I'objet de nombreux débats. L'action de la sélection sur
certains d'entre eux a été démontrée par I'étude de I'hétérozygosité des systémes enzymatiques
ou par l'analyse des corrélations entre les fréquences aléiques et les variables
environnementales. Chez le dactyle, Tomekpe et Lumaret (1991) ont déterminé une
augmentation du nombre de panicules avec |e taux d'hétérozygosité a un locus des glutamate-
oxal oacétate-transaminases et des peroxydases. Le taux d'hétérozygosité de ce dernier locus
montre également une corrélation positive avec le poids en feuilles. Bergmann (1978) mit en
évidence une relation entre les fréquences alléliques des acides phosphatases de Picea abies et
un gradient dtitudinal et latitudinal. Chez Abies alba, Bergmann et Gregorius (1993)
releverent I'existence d'une corréation positive entre un gradient latudinal et la thermostabilité
de deux isozymes appartenant au sytéme des isocitrates déshygrogénases. Chez
Anthoxanthum alpinum, Felber et a (en prép.), Gui-Fang et a. (en prép.) établirent également
une corrélation significative entre un gradient adtitudinal et trois aleles appartenant
repectivement aux sytémes des glutamate-oxaloacétate-transaminases, des malate
déshydrogénases et des peroxydases.

Toutefois, la majorité des isozymes seraient neutres (Barton et Hewitt 1989). Harrison (1990)
le démontre en comparant les données morphologiques aux isozymes. Quand une
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introgression différentielle est observée, les alléles dont les loci codent pour des protéines
solubles tendent a introgresser plus que les caracteres morphologiques, suggérant ains qu'une
faible sélection agit sur lesisozymes.

Le méme ordre de grandeur de toutes les distances génétiques moyennes, ains que la forme
du dendrogramme impliquant la totalité des loci (cf figure 84a) suggérent que, dans notre cas
également, les loci étudiés sont en prédominance neutres. En effet en cas de sdlection, les
genes sé ectionnés diffuseraient rapidement dans les demes, pour lesquel s ils sont avantageux
(Barton et Hewitt 1985). En revanche, s la pression de sélection differe entre deux demes, la
barriére au flux de géenes serait renforcée provoquant de brusques variations des fréquences
alléliques (Barton et al. 1993). Par conséguent dans le cas ou les loci subissent une pression
sélective, certains demes seraient génétiquement trés proches, alors que les distances entre les
autres zones seraient trés importantes. Nous obtiendrions alors un dendrogramme du type de
lafigure 84b ou c.
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(a): Pas de sélection (b): Sélection purifiante (c): Sélection stabilisante

FIGURE 84: Dendrogrammes réalisés selon une simulation du modele des alléles infinis de I'évolution
moléculaire (avec une taille de la population effective Ne de 10 et un taux de mutation u de 0.01). (a) Neutralité
stricte, (b) Sélection purifiante (mutations adaptatives, dans ce cas la moitié des mutations ont une vigueur de

0.5). (c) Sélection stabilisante (avantage lié a I'hétérozygosité) Selon Hartl et Clark (1989, p. 380-381).

L e dendrogramme réalisé sur latotalité des loci présente des groupements qui correspondent a
la distribution géographique des populations pures par rapport a la zone de contact, S on
exclut les zones pures restreintes. Ce résultat concorde avec la théorie neutraliste qui suppose
I'existence d'une corrélation positive entre les distances génétiques et |e temps de divergence
(Randi et al 1991, Skibinski et al 1993). A I'échelle de la zone de contact, |es groupements ne
correspondent cependant généralement pas ala répartition géographique des échantillons. Des
facteurs comme la consanguinité et les variations du taux d'autogamie peuvent différencier les
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échantillons sur les dendrogrammes, indépendemment de leur position rédle les uns par
rapport aux autres.

Les dendrogrammes réalisés sur chaque loci montrent également une structure concordante
avec la théorie neutraliste. Néanmoins, les dendrogrammes obtenus pour PXC1l et ADH,
pourraient suggérer I'existence d'une pression séective sur ces loci: Dans les deux cas, on
observe deux groupes distincts, génétiquement assez éloignés, composés d'échantillons, eux-
mémes séparés par des distances génétiques faibles. Cette hypothese doit cependant n'étre
considérée qu'avec une extréme prudence, puisque ces dendrogrammes sont construits sur la
base de distance génétiques peu éevées. D'autre part pour I'ADH, la séparation des divers
groupes est basée sur des alléles rares présentant des fréquences faibles. L'hypothése d'une
sdlection agissant sur ces loci sera confirmée ou infirmée par I'analyse des résultats des
autocorrél ations spatiales et des régressions.

La théorie neutraliste nimplique pas que les échantillons ne se différencient pas. Leur
différenciation intervient par dérive génétique et migration (Cabe et Alstad 1994). Selon
Barton et Hewitt (1985), |a probabilité de fixation des aléles neutres par dérive génétique est
inversement proportionnelle alataille de la population. Les aléles neutres ont une vitesse de
diffusion relativement faible, car une mutation qui n'a pas d'effet sur la vigueur a peu de
chance d'établissement. A |'opposg, les aldes avantageux montrent une dispersion plus rapide
(Barton 1979), qui se trouve cependant limitée par la diffuson des organismes. Ces
caractéristiques pourraient expliquer la faible diffusion, au sein de la zone de contact des
alléles ADH1-3, LAP1-1 et LAP2-2, ains que laforte dispersion de lI'alléle PxA2-2 qui serait
sélectivement avantageux, confirmant gu'une pression sélective sexercerait effectivement sur
les peroxydases.

Selon lafigure 85 le taux de polymorphisme situé entre 0.38 et 0.42 nous permet de déduire 6
(6 représente I'indice de mutation pour une population d'un effectif donné). Celui-ci se situe a
un peu moins de 0.3, dans l'intervalle correspondant & la proportion de génes monomorphes
déterminés pour lamajorité des organismes.

0 nous permet également de déterminer approximativement le taux d'hétérozygosité moyen a
I'équilibre, selon la formule suivante:

HETEROZYGOSITEMOYENNE = 6 /(1+6)
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Il équivaut a 0.23 environ. Les taux d'hétérozygosité observés correspondent relativement
bien & cette valeur.

FIGURE 85 : Proportion approximative de génes monomorphes en supposant un taux de mutation
neutre Y. Un gene est considéré monomorphe si l'allele le plus commun a une fréquence supérieure
a 1-q, onr généralement q=0.01 ou 0.05. Avec Ne = Nb effectif d'individus dans la population et
U= taux de mutation neutre (d’apreés Hartl et Clark 1989, p253).

3.4.4 Structure phénotypique.
3.4.4.1 Autocorréation spatiale.

L'autocorréation spatiale permet de mettre en évidence les modes de variations génétiques.
Dans certaines conditions cette méthode peut permettre d'inférer les causes évolutives des
modéeles spatiaux (Slatkin et Arter 1991). La plupart des structures de populations sont
susceptibles de produire une autocorrélation plus importante sur de courtes distances que sur
des grandes (Merzeau et a, 1994). Selon Bradshaw (1972) et Hedrick et a (1976), les
modéles gpatiaux et génétiques sont souvent supposés résulter  d'hétérogénéité
environnementales et de pressions sélectives différentielles. En effet, la sélection atére les
fréquences génétiques et génotypiques, agit de concert avec la migration, la dispersion, ains
guavec dautres processus géné&rant une structure génétique (Slatkin 1973). Une
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différenciation génétique peut donc résulter soit d'une sélection diversifiée dans un
environnement hétérogene ou d'un flux de géenes limités (Merzeau et a, 1994). Puisque le flux
de géenes potentiel dépend largement du systéme de reproduction, le taux d'autogamie
représente un facteur essentiel de la structure génétique (Levin et Kerster 1974).

Si PxC1 est soumis al'action de la séection, comme nous |'avons suggéré dans I'analyse des
distances génétiques, les autocorré grammes devraient révéler une structure génétique pour ce
loci.

Malgré I'existence d'autogamie dans toutes les zones, seule la population tétraploide de la
Dent-de-Lys présente une structuration spatiale significative, lorsgue I'ensemble des loci.est
considéré. Ce phénomeéene ne devrait cependant pas provenir de la consanguinité de
I'échantillon, puisque ce paramétre ne présentent pas de particularités par rapport aux autres
échantillons. En revanche, cette structuration spatiale pourrait refléter I'hétérogénéité
environnementale de la zone étudiée et expliquerait donc la corrélation négative relevée a une
distance d'environ 6m: En effet, la partie montrant la densité la plus élevée (entre 1 et -1m en
abscisse, cf figure 20) présentait de gros blocs de pierres recouverts d'un sol superficiel, aors
que le reste de la surface en était exempte. Cette hétérogénéité pourrait limiter le flux de
genes par les effets locaux de la pression de sélection qui maintient la différenciation entre les
deux parties de la population. Le fait qu'aucun locus considéré individuellement ne montre
une autocorrélation significative ne favorise pas notre hypothése. Il est cependant possible
que seul I'effet additionné de la sélection sur chacun de ces loci produise une structuration
spatiale significative. Une telle autocorrélation spatiale a rarement été mise en évidence (Maki
et Masuda, 1994 Merzeau et a, 1994), méme pour les espéces autogames ou a reproduction
mixte (Van Dijk et al. 1988, Schoen et L otta 1989).

Pour les autres zones, aucune autocorrélation significative n'a éé mise en évidence, lorsque la
totalité des loci était considérée. La surface de préévement y était probablement assez
homogene et le flux de genes éait suffisant pour prévenir une différenciation génétique
globale. En revanche, certains loci présentaient des structures spatiales dans quelques
échantillons |l sagit des loci AcPH3 dans un cas, EM1 par trois fois, PxC2 par trois fois et
PxC4 pour deux échantillons.

Pour ces loci, trois autocorrélations sont positives chez les diploides de la zone de mélange,
deux le sont chez les tétraploides de la zone pure restreinte de la zone de contact, alors qu'une
seule autocorréation significative est relevée dans la zone de mélange tétraploide, au Rochers
de Naye, ains qu'au Moléson. Les distances, pour lesquelles des autocorrélations spatiales
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significatives ont été observées, varient de 1 a 9m. Deux autocorrélations négatives ont été
déterminées: la premiére concerne le locus PxC2 des diploide de la zone de contact (a5 et 7.5
m), la seconde se rapporte au locus AcPH3 des tétraploides de la zone pure (a 3m).

Aing, lamoitié des autocorré ations significatives ont é&té observées dans la zone de mélange,
ou elles résultent de la structure complexe de son environnement. Maillefer (1994) a montré
gue cette zone était congtituée d'une mosaique d'environnements a sols profonds et a sols
superficiels. Une sélection différentielle des taxons en fonction de ces deux milieux pourrait
créer une autocorrélation positive, en fonction de la périodicité du méme habitat, ou une
autocorrélation  négative, en fonction de leur distance moyenne. Les distances des
autocorréations significatives dans la zone de mélange varient, suggérant que I'action de la
sdlection dépend du locus. |1 est intéressant de noter que d'autres observations suggerent que
les peroxydases (Tomekpe et Lumaret 1991, Feber, en prép., Gui-Fang, en prép.) et les
phosphatases acides (Bergmann 1978) sont soumis al'action de la sélection.

Un autre facteur pouvant créer une autocorrélation significative est une forte consanguinité
résultant d'une densité élevée. Ce facteur aurait pu jouer un role pour la zone pure tétraploide
de la zone de contact.

3.4.3.2 Analyse canonique des correspondances.

Selon I'analyse canonique des correspondances, aucun aléle n'est véritablement particulier a
une sous-population. Seule |'analyse des groupements centroides montre que les alléles rares
peuvent caractériser les échantillons. La répartition de celles-ci ne correspond pas a leur
proximité géographique, rejoignant ainsi le résultat déterminé par I'analyse du dendrogramme
sur latotalité desloci.

3.4.5. Influence de I'hétérozygosité et de la diversité génétique sur diverses
variablesliéesala vigueur®

Les régressions déterminées pour le locus GOT2 entre I'hétérozygosité et les trois variables
liées a la vigueur démontre que ce locus est soumis a une pression sdlective, auss bien a
I'échelle de la zone de contact que des popul ations pures.

3) cf note de bas de page p76
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A l'échelle de la zone de contact, les régressions significatives concernent le taux de
caryopses bien formé et lafertilité.

Pour les populations pures, les deux régressions significatives pour le locus GOT2 présentent
des corrélations inverses. En effet, la régression entre I'hétérozygosité et I'effort reproductif
est négative, alors que celle avec la fertilité est positive. On remarquera que les autres
corrélations significatives qui se rapportent a I'effort reproductif, concernent les populations
pures et sont également toutes négatives. Les loci impliqués sont PxC1 et PxA2, pour les
régressions avec I'hétérozygosité, et GOT1 pour celles réalisées avec la diversité alléique.
Pour les deux loci des peroxydases, c'est en fait I'ensemble des échantillons qui tend a montrer
une diminution de I'effort reproductif avec I'dévation de I'hétérozygosité. Pour GOT2,
I'ensemble des tétraploides montrent une régression positive significative, alors que la
diversité du locus GOT1 se corréle négativement avec I'effort reproductif pour I'ensemble des
tétraploides et I'ensemble des échantillons. Le fait que PxCl présente une régression
significative avec un caractére tel que I'effort reproductif, confirme que ce locus subirait
effectivement une pression sélective, comme nous I'avons suggéré au cours de |'analyse des
distances génétiques et des autocorrélations

Les autres corrélations concernant la diversité allélique impliquent le locus EM 1. Pour la zone
de contact, le taux de caryopses bien formé et |a fertilité augmentent avec la diversité a ce
locus. L'ensemble des échantillons, ains que les tétraploides montrent également une
corréation significative entre ladiversité au locusEM1 et lafertilité.

Les régressions se rapportant a I'effort reproductif ne concernent jamais uniquement la zone
de contact ou les populations pures. Dans la plupart des cas, a l'exception du locus GOT2, on
a également observé une corréation pour I'ensemble des échantillons. Cela signifie que
I'effort reproductif de tous les échantillons tend a diminuer lors d'une augmentation de
I'hétérozygosité ou de la diversité desloci soumisala séection.

Seules les corrélations entre I'hétérozygosité du locus GOT2 et les deux autres variables (le
taux de caryopses bien formés et la fertilité), ains que les corréations entre la diversité
allélique de EM1 et le taux de caryopses bien formé ne montrent un effet significatif qu'a
I'échelle de la zone de contact ou des populations pures. En outre, comme les probabilités
obtenues indiquent que les régressions sont moins significatives pour le locus EM1 que pour
le locus GOT2 et que ce dernier présente un plus grand nombre de corréations significatives,
les régressions concernant GOT2 semblent beaucoup plus fiables que les autres. Par
conséquent, afin de mettre en évidence une réaction particuliére de la zone de contact et/ou
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des populations pures vis a vis du taux de caryopses bien formé et de la fertilité, nous
analyserons plus en détail les résultats des régressions obtenues pour ce locus.

La régression entre la fertilité et I'hétérozygosité pour le locus GOT2 est particuliérement
intéressante. A I'échelle de la zone de contact, la corrélation négative traduit I'effet de la
dépression d'hybridité sur la vigueur des individus. Le fait que la fertilité offre des valeurs
moyennes plus basses dans la zone de contact que dans les populations pures corrobore ce
résultat. Selon Barton et Hewitt (1985) et Hewitt (1989), le phénoméne de |la dépression
d'hybridité est fréquent dans les zones de d'hybridation, en raison des désavantages liés aux
hétérozygotes structuraux ou aux recombinants. La diminution de la vigueur dans une zone de
contact peut résulter d'un comportement reproductif différent des deux taxons, ains que des
irrégularités dans la méiose ou des problemes de développement (souvent dans
I'embryogenése) au niveau des génotypes recombinants (Harrison 1990). Les désavantages
liés a la dépression d'hybridité provoquent des transitions (clines) abruptes pour les génes
concernés et agissent, pour d'autres loci, comme barriére au flux de genes (Barton et Hewitt
1983, Barton 1986). Cette barriere peut ére compléte lorsque les hybrides sont stériles, nulle
guand aucune des différences génétiques ne montre un désavantage lié a I'hétérozygosité ou
présenter un stade intermédiaire entre ces deux extrémes. La réduction de I'efficacité
reproductive des hétérozygotes et des génotypes hybrides serait compensée par le flux de
genes da a l'arrivée dans la zone de mélange de diaspores provenant des zones pures. La
diminution de la vigueur des hétérozygotes suggére, selon Barton et Hewitt (1985), que la
zone de contact est secondaire.

En revanche, la corrdlation positive entre I'hétérozygosité et la fertilité dans les populations
pures pourrait indiquer un phénomene d'hétérosis. Les résultats enregistrés au niveau des
populations pures rejoignent ceux de Krebs et Harcock (1989) qui remarquerent une faible
fertilité en réponse a la consanguinité pour la plupart des autopolyploides. En outre, Tomekpe
et a. (1982) observerent également un phénoméne d'hétérosis chez le Dactyle par des
corrélations positives entre les loci GOT1 et Px1 et la capacité des plantes a survivre et a se
reproduire dans des conditions naturelles. Chez cette méme espéce, un effet positif de
I'hétérozygosité a également été observé sur des caractéres végétatifs tels la production de
feuilles et de graines (Tomekpe et Lumaret 1991). Selon Mitton et Grant (1984), le
phénomene d'hétérosis saccentuerait dans un environnement fluctuant. En outre, I'effet de
I'hétérosis ne pourrait ére mis en évidence que dans des populations présentant une
hétérozygosité en-dessous de la moyenne (Strauss et Libby, 1989). Ce phénomeéne correspond
a la dtuation des populations pures tétraploides, qui montrent un taux d'homozygosité
relativement important. De nombreux auteurs, tels White (1978) et Stebbins (1985) attribuent
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les succés des allopolyploides a I'effet adaptatif positif de I'hétérosis. Le fait que les
autopolyploides présentent également cette caractéristique démontre gqu'ils possedent
également un important potentiel adaptatif.

3.4.6 Corréation entrel'hétérozygosité et letaux d'inhibition en autogamie.

Larégression positive entre I'hétérozygosité et le taux d'inhibition en autogamie dans la zone
pure diploide de la zone de contact démontre que le systéme reproductif tend a étre conservé
dans les diverses lignées génétiques. En effet, nos résultats indiquent qu'une plante offrant une
homozygosité élevée, pouvant résulter d'une fécondation autogame, tendera elle-méme, a ne
pas présenter d'inhibition a |'autofécondation. Cet effet existe également, lorsqu'on considere
I'ensembl e des sites étudiés.

3.4.7 Corréation entrela densitéet I'indice de fixation F.

Ellstrand et al. (1978) déerminérent chez Helianthus annuus une diminution de la
consanguinité pour les populations denses en comparaisons des populations a densité plus
faible. En revanche chez A. alpinum, la consanguinité augmente avec la densité, pour le locus
GOT1. L'éude des interactions reproductives n'avait cependant pas mis en évidence de
régression significative entre la densité et le taux dinhibition en autogamie. Nos résultats
démontrent donc que l'augmentation de la consanguinité ne résulte pas exclusivement de
I'éévation du taux de reproduction autogame. La corréation positive relevée entre la densité
et la consanguinité peut résulter de la réduction du nombre de progéniteurs potentiels (taille
génotypigue du voisinage), due a une faible dispersion des grains de pollens et des graines
dans les populations denses (Ducoussso et al., 1990), conduisant a une reproduction a
prédominance intra-familiale. Ce phénoméne pourrait conduire, tout comme |'autogamie, a
une organisation spatiale des populations, et méme aleur différenciation génétique.
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3.5 CONCLUSION

La structure génétique trés semblable des deux taxons diploides et tétraploides
d'Anthoxanthum alpinum nous a permis de confirmer |'origine autopolyploide du taxon
tétraploide.

Chez A. alpinum, comme chez d'autres espéeces, les tétraploides présentent plus d'alées que
les diploides. L'ampleur de cette augmentation est cependant bien inférieure a celle
enregistrée chez d'autres tétraploides.

La comparaison du nombre moyen dalléles par locus avec les données bibliographiques,
I'analyse de la diversité génétique, et celle de I'indice de fixation indiquent que les deux
taxons présentent une structure génétique correspondant a une reproduction facultativement
autogame. L'autogamie semble cependant étre plus fréguente chez les individus tétraploides
gue chez les diploides. Cela permet d'expliquer le taux de consanguinité important.

L'augmentation du taux de reproduction autogame chez les tétraploides entraine plusieurs
conséquences remarquabl es:

- la diminution du taux d'hétérozygosité chez les tétraploides par rapport au diploides. Ce
résultat contredit les observations de nombreux auteurs, qui constatérent un taux
d'hétérozygosité plus élevé chez les polyploides. Néanmoins, un article indique une tendance
similaire pour un taxon tétraploide, endémique a un territoire limité, de Deschampsia .

- un taux de consanguinité plus important pour le taxon polyploide conduisant a une plus
grande différenciation des zones tétrapl oides en comparaison des zones diploides.

- une autocorrélation spatiale pour I'ensemble des loci de la population de la Dent-de-Lys.
Elle est probablement favorisée par une hétérogénéité environnementale. Une telle structure
spatiale ararement été observée.

Nous avons également pu montrer que la plupart des enzymes étaient sélectivement neutres, a
I'exception des glutamate-oxal oacétate-transaminases, des peroxydases et, éventuellement, de
I'enzyme malique.

Les fréguences des aleles ADH1-3 et PxA2-2, soutiennent I'hypothese d'un flux de genes
dans le sens tétraploide - diploide. Des échanges géniques dans cette direction ont rarement
pu étre mis en évidence. D'autre part, les mesures globales du flux de genes entre les
différents demes, basées sur les alléles rares, montrent que I'intensité n'est pas suffisante pour
compenser une différenciation génétique.



Chapitre 3: STRUCTURES GENETIQUES 96

Des régressions réalisées entre I'hétérozygosité et différentes variables exprimant la vigueur
ont permis de mettre en évidence un effet de la dépression d'hybridité dans la zone de contact.
Ce résultat montre que cette zone de contact est secondaire et qu'elle répond aux critéres d'une
zone de tension. En outre, pour les populations pures nous avons pu démontrer I'effet de
I'hétérosis pour lafertilité.

En tenant compte des résultats obtenus dans le chapitre consacré aux interactions
reproductives, les données basées sur la structure génétique nous permettrons de déterminer la
nature de la zone de contact, ains que sa dynamique. La synthese des résultats figure dans le
chapitre suivant, intitulé "discussion générale”.



Chapitre 4:

DISCUSSION GENERALE

4.1 CONSIDERATIONS GENERALES

L es résultats obtenus par I'éude des interactions reproductives coincident en grande partie
avec ceux se rapportant a la structure génétique. En effet, nous avons déterminé grace au taux
de consanguinité (cf tableau XLVII) que les deux taxons présentaient un systéme de
reproduction associant auto- et alogamie. Dans le chapitre 2, nous avons déterminé une
diminution de la barriére prézygotique a I'autogamie dans |a population des Rochers de Naye
et dans la zone tétraploide pure, aors que la situation est inverse pour la population
tétraploide de la Dent-de-Lys et les échantillons diploides. Le taux d'autogamie est assez
important pour influencer notablement I'homozygosité des différents échantillons.Cela
montre gue I'édévation du taux de consanguinité constatée chez les tétraploides, résulte en
grande partie del'augmentation de I'autogamie. La population de la Dent-de-Lys représente
néanmoins une exception a cette regle.

Nos résultats montrent donc clairement que les tétraploides ont un taux d'autogamie plus
élevé gque les diploides. Une telle atération du systéme d'auto-incompatibilité prézygotique a
rarement été observée chez les tétraploides a l'exception de quelques cas, comme par exemple
chez Trifolium hybridum (Brewbaker 1958).
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4.2 LE CASPARTICULIER DE LA DENT-DE-LYS

La population de la Dent-de-Lys présente plusieurs particul arités remarquabl es:

-Nous avons pu montrer que les individus de cette population avaient un taux d'autogamie
comparable a celui des diploides. Ce phénomeéne résulterait d'une diploidisation par mutations
ou déétions des loci dédoublés S et Z qui sont responsables du systéme d'auto-
incompatibilité prézygotique.

-Malgré le renforcement du systéme d'auto-incompatibilité, le taux d'allogamie estimé a partir
de I'indice de fixation, n'atteint pas une valeur supérieure pour la population de la Dent-de-
Lys, en comparaison des autres zones tétraploides. Par conséquent a I'opposé des autres
échantillons, le taux de consanguinité dans la population de la Dent-de-Lys résulterait
principalement de |'organisation spatiale de la population due a une forte hétérogénéité
environnementale. En effet, |a surface échantillonnée est divisée en deux parties digtinctes. la
majeure partie offre un sol profond, alors qu'une bande étroite située sur la marge ouest,
comprise entre 100cm et -100cm (cf figure 20) présente de gros blocs de pierres et un sol
superficiel. C'est dans cette derniére partie que la densité des individus est |a plus importante.

-Cette population est |a seule a présenter une autocorré ation spatiale pour I'ensemble desloci.
Cette caractéristique refléte probablement aussil'hétérogénéité environnementale qui se
traduit par une séection disruptive.

4.3NATURE DE LA ZONE D'HYBRIDATION

4.3.1 Mécanismesreproductifs

La zone d'hybridation met en présence deux taxons, respectivement diploide et tétraploide,
d'Anthoxanthum alpinum, dont le mode de reproduction est facultativement autogame: le
taxon diploide présente une barriére prézygotique a l'auto-incompatibilité qui n'est pas
absolue, mais qui semble cependant plus efficace que chez les tétraploides. |1 est probable que
I'éévation du taux de reproduction autogame des tétraploides soit survenue dés la formation
des premiers individus polyploides, car I'affaiblissement du mécanisme d'auto-incompatibilité
est une conségquence directe de la polyploidisation. Une combinaison des mécanismes de
recombinaison génétique et de stabilisation des génotypes adaptés, grace a un systéme
reproductif facultativement autogame, peut représenter un comportement évolutif stable chez
les polyploides (Brochmann et Elven 1992). Cette hypothése expliquerait le succes
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d'Anthoxanthum alpinum tétraploide, malgré un systéme reproductif partiellement autogame
qui diminue son taux d'hétérozygosité.

Le systéme d'incompatibilité inter-taxon est régi non pas par une barriére prézygotique mais
par une barriére postzygotique.

4.3.2 Modes d'introgression

L'étude enzymatique a permis de constater que la diminution du nombre des manifestations
d'auto-incompatibilité chez les tétraploides entraine une réduction de I'hétérozygosité par
rapport aux diploides. Malgré I'éévation du taux de consanguinité qui en résulte, nous avons
déterminé, a I'échelle de la zone de contact, un flux de génes plus intense entre les
échantillons tétraploides qu'entre les échantillons diploides. Cette contradiction entre le taux
de consanguinité et le flux de genes peut sexpliquer par la méthode de calcul des échanges
génétiques, qui est basée sur les alléles caractéristiques des tétraploides (Slatkin 1985): Le
maintien de ces alées, responsables de l'augmentation de la diversité génétique des
tétraploides, est en effet favorisé par la capacité des polyploides a masquer les aléles
délétéres.

La mgjorité des échanges génétiques entre diploides se produit entre les populations et non
pas entre les divers échantillons constituant la zone de contact. Ce phénomene traduit lafaible
différenciation génétique des populations et démontre que les populations végétales isol ées,
méme distantes de quel ques kilometres, ne sont pas génétiquement isolées (Ellstrand 1992).

Le mécanisme d'incompatibilité postzygotique tend a favoriser les hybridations dans le sens
diploide - tétraploide. En effet, le non respect du rapport 2:1 des génomes paternel et maternel
de I'albumen, peut parfois ére éliminé a condition que la plante mere diploide produise un
ovule non réduit et que le microgamétophyte provienne d'un individu tétraploide. Néanmoins,
bien que le flux de géenes semble se dérouler préférentiellement du diploide vers le
tétraploide, nous avons également pu mettre en évidence des introgressions dans le sens
tétraploide - diploide. Ains, notre éude de la structure génétique a permis de vérifier
I'existence du mode d'introgression bidirectionnelle cité par Felber (al'impression). En effet,
I'auteur indique les possibilités d'échanges génétiques suivants (cf. figure 86).

- Introgression bidirectionnelle par formation de triploide: Dans le cas des autopolyploides,
les triploides peuvent étre aussi vigoureux que les tétraploides. La fertilité des triploides est



Chapitre 4: DISCUSSION GENERALE 100

cependant plus faible que celle des diploides et des tétraploides, mais elle est rarement nulle
(Bretagnolle et Thompson 1995). Dans le cas d’Anthoxanthum alpinum triploide, Felber (&
I'impression) a déterminé que dans la zone de contact, 6% des individus étaient triploides,
alors gue dans I'ensemble des populations pures ce pourcentage sélevait seulement a 0.7%.
En outre, il atrouvé chez les triploides un nombre moyen de caryopses bien formés de 2.8.
Pour les diploides et les tétraploides, |e nombre de cayopses bien formés atteint
respectivement 11.05 et a9.32.

- Introgression unidirectionnelle, du diploide vers le téraploide par fusion de diplogametes.
Laformation des polyploides seffectue par ce mécanisme. La polyploidisation résultant de la
fusion de gamétes non réduits représente un phénomene qui a déja été décrit précédemment,
notamment par Lewis (1967) Harlan et de Wet (1975) et Borrill (1977). Selon Soltis et Soltis
(1993), la polyploidisation se produit de maniere récurrente, a de grandes fréquences dans de
nombreuses especes, durant une courte pé&riode et sur de petites aires géographiques.La
récurrence fréguente de la polyploidisation comporte d'importantes conséquences évolutives.
Ce processus, conjugué au flux de génes par I'intermédiaire de triploides, participe en effet a
I'enrichissement génétique du polyploide.

TRIPLOIDES

Production de

{/( gametes &t o \

=
DIPLOIDES FUSION DE TETRAPLOIDES

DIPLOGAMETES

FIGURE 86: Modes introgressifs entre Anthoxanthum alpinum diploide
et téraploide.
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4.3.3 Dynamique de la zone de contact

En appliquant le principe de I'exclusion du cytotype minoritaire (Levin 1975), un individu,
croissant isolément dans une zone occupée en majorité par des plantes d'un autre taxon, sera
rapidement éiminé. Dans la zone de mélange entre Anthoxanthum alpinum diploide et
tétraploide, les diploides sont largement minoritaires et peuvent étre isolés dans une masse
d'individus tétraploides qui produisent du pollen diploide. Dans une telle situation, e diploide
ne devrait produire que peu de caryopses diploides viables (Bretagnolle et Thompson 1995).
Cette hypothese conduirait, par conséquent, a un déplacement de la zone de contact en faveur
du cytotype tétraploide. Cependant, la zone d'hybridation semble stable et les diploides de la
zone de mélange, bien que minoritaires, ne sont pas éliminés. En réalité dans la zone de
mélange, le principe de I'exclusion du cytotype minoritaire est contrecarré par divers facteurs.

4.3.3.1 Différenciation spatiale

A I'échelle de la zone de contact, la dépression d'hybridité a été démontrée par des régressions
réalisées entre le taux d'hétérozygosité au locus GOT2 et deux variables associées a la
vigueur des plantes. Cet effet d'hybridité indique que la zone de contact correspond a une
zone de tension. Ce type de zone tend a migrer vers le point ou les deux taxons présentent une
vigueur équivalente (Barton et Hewitt 1985). En outre, Barton (1980) a établi que ces zones
étaient stabilisée par des gradients de densité locaux. Une réduction de densité au centre de la
zone peut résulter d'une diminution de la vigueur et congtituer ains une barriére
supplémentaire au flux de genes ("hybrid sink effect”", Barton 1980). Les genes migrent a
I'intérieur de cette zone de faible densité, pour étre éiminés en son centre par l'intermédiaire
dindividus mal adaptés. Cet effet ne sera significatif que s la taille de la population est
sensible alavigueur des plantes, en cas de forte pression sélective (Wallace 1975). Au niveau
de notre zone de contact, le deme dont la densité est moindre n'est pas la zone de mélange,
mais la zone diploide pure. Par conséquent un autre meécanisme doit contribuer a la
stabilisation de la zone de contact.

La dépression d'hybridité déterminée gréce a la baisse de vigueur des hétérozygotes montre
également que la zone d'hybridation est de type secondaire.

4.3.3.2 Différenciation écologique

Felber-Girard et a. (soumis) ont mis en évidence une différenciation écologique des habitats
entre diploides et tétraploides. Cette caractéristique a pour conséquence de stabiliser la zone
de contact en limitant considérablement les effets de l'introgression réciproque et en
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favorisant le maintien de la différenciation entre les deux taxons (Glaszmann et a. 1982). En
effet, s les espéces parentales sont différenciées écol ogiquement, leurs hybrides ne pourront
croitre et se reproduire qu'en de rares microsites intermédiaires (Anderson 1948) ou sur un
site présentant une structure en mosaique (Harrison 1990). La zone de mélange, qui présente
une alternance de sols profonds et superficiels (Maillefer 1994) correspond a ce type de sites
en mosaique. Selon Hewitt (1989), beaucoup de zones de contact sont déterminées par des
gradients environnementaux. Cependant dans la plupart des cas, le facteur environnemental
ne représente pas le seul parametre qui intervient dans le maintien de la zone.

La sélection disruptive due a la différenciation de niches écologiques représente un
mécanisme diminuant |es échanges génétiques (Barton et Hewitt 1985, Spirito 1990).

4.3.3.3 Barriéres au flux de génes

L'effet de I'hybridité constaté dans la zone de contact, ains que |'augmentation du taux de
reproduction autogame chez les tétraploides représentent des facteurs agissant comme
barriére au flux de génes entre les deux taxons. Un décalage phénologique entre les deux
taxons contribue également a diminuer les possibilités d'hybridation. En effet, Felber (a
I'impression) détermina que les tétraploides, appartenant & la partie de la zone de contact que
nous avons étudiée, fleurissaient antérieurement aux diploides. Un phénomeéne identique a été
montré par Lumaret (1988a), Lumaret et Barrentios (1990) chez le Dactyle.

Les barriéres au flux de génes que nous avons évoquées entre |es diploides et | es tétraploides
permettent la sympatrie des deux cytotypes (Lumaret 19884). Ce facteur de stabilisation a
cependant rarement pu étre mis en évidence. Parmi 32 zones de contact, pour la plupart tirées
du régne animal, Barton et Hewitt (1985) n'‘ont recensé que trois exemples indiquant
I'existence d'un mécanisme de spéciation par renforcement de l'isolation génétique, gréace a
I'établissement d'une barriere prézygotique. Selon ces auteurs, la rareté de ce type de
renforcement pourrait probablement résulter de la faible variation génotypique existant a
I'intérieur d'une zone de contact.

4.3.4 Formation de la zone de contact

Notre travail démontre gu'une zone de contact peut étre stabilisée par deux mécanismes
totalement distincts, mutuellement non exclusifs, impliquant un mode de sélection différent.
Barton et Hewitt (1985) indiquent dé§a que la diffusion de deux populations et leur rencontre
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peuvent étre paralléles a des gradients environnementaux. Une telle situation peut sexpliquer
par un cycle de contraction puis d'expansion mettant secondairement en contact les deux
taxons. Des changements climatiques tels que les glaciations, ou I'influence humaine peuvent
favoriser laformation de zones de contact de type secondaire. Felber (1988b) suggere en effet
gu'Anthoxanthum alpinum diploide a probablement subsisté durant les glaciations du
quaternaire sur des refuges apiens non glaciés. Anthoxanthum alpinum tétraploide serait
apparu lors d'une glaciation, sur la marge occidentale des glaciers apiens. Ce scénario
correspond donc parfaitement a I'hypothése de Barton et Hewitt (1985) quant a
I'établissement d'une zone de tension superposée a un gradient environnemental .



Chapitre 4: DISCUSSION GENERALE 104




Chapitre 5:

CONCLUSION GENERALE

Par deux approches totalement indépendantes, nous avons obtenu des résultats concordants,
qui nous ont permis de préciser la dynamique d'une zone de contact entre Anthoxanthum
alpinum diploide et tétraploide.

Nous avons établi que la zone de contact était de type secondaire et que les deux taxons
impliqués présentaient une reproduction de type facultativement autogame. Les tétraploides
montrent un affaiblissement de la barriére prézygotiqgue a I'auto-incompatibilité, en
comparaison des diploides. Cette différence de systéme de reproduction entraine une plus
grande consanguinité chez les polyploides.

L'étude enzymatique a permis de confirmer I'existence de flux de génes dans la direction
diploide - tétraploide, ainsi que dans le sens tétraploide - diploide. Ces échanges sont donc
bidirectionnels, lorsque le flux génique se réalise par I'intermédiaire de triploides. Le flux de
genes de diploide vers le tétraploide est renforcé par fusion de diplogamétes. L'autogamie, le
décalage phénologique entre les deux taxons, ainsi que la dépression d'hybridité représentent
les facteurs susceptibles d'agir comme barriere au flux de génes.

Ladépression d'hybridité, ainsi que I'existence d'une différenciation écologique entre les deux
taxons démontrent que la zone de contact correspond a une zone de tension superposée a une
différenciation environnementale.



Chapitre 5: CONCLUSION GENERALE 106

De multiples études de génétique de populations diploides ont été réalisées sur la base des
isozymes par d'autres auteurs. De nombreux outils statistiques ont éé développés afin de
caractériser ces populations. La majorité de ces méthodes d'analyse postulent une hérédité
disomique. La plupart de ces outils se sont révélés inutilisables et inadaptables aux cas des
polyploides. Notre étude démontre néanmoins que les isozymes constituent une méthode trés
efficace pour étudier la structure génétique d'une zone d'hybridation entre un taxon diploide et
son correspondant tétraploide. En effet, bien que la différenciation génétique des deux taxons
soit relativement faible, elle est néanmoins suffisante pour mettre en évidence un flux de
genes. En outre, I'éude d'un nombre suffisant de loci permet de trouver des marqueurs suj ets
alasélection. Ces derniers fournissent des données essentielles, notamment sur la nature de la
zone de contact et ses particularités vis a vis des populations pures. Notre recherche montre
également gu'une combinaison des études phénologiques, reproductives, écologiques et
génétiques sont nécessaires a la compréhension des zones d'hybridation. En particulier, une
étude de génétique de population qui ne serait pas complétée d'une étude écologique auss
précise que possible ne saurait fournir des résultats fiables.



Chapitre 6:
RESUME

Bien que la polyploidie représente un mécanisme évolutif trés important, les nombreuses
études consacrées aux zones d'hybridation ne concernent généralement pas des taxons
polyploides. C'est pourquoi, lors de ce travail nous nous sommes attachés a définir une partie
des relations régnant dans une zone de contact entre un tétraploide et son ancétre diploide.
Pour ce faire, nous avons étudié, d'une part les interactions reproductives et, d'autre part, la
structure génétique de plusieurs échantillons appartenant a une zone de contact entre
Anthoxanthum alpinum diploide et A. alpinum tétraploide. Les résultats obtenus ont été
comparés avec ceux relevés dans deux populations pures de chague taxon.

6.1 INTERACTIONS REPRODUCTIVES

Lors de I'éude consacrée aux interactions reproductives, nous nous sommes intéressés, en
premier lieu, au nombre de microgamétophytes déposés en conditions naturelles sur les
papilles stigmatiques. Les résultats nous ont démontré qu'une compétition d'autant plus
importante que le nombre de microgamétophytes est élevé, sinstaurait entre les grains de
pollens, lorsque plusieurs dentre eux se trouvaient sur le méme stigmate. Une telle
compétition pourrait présenter un avantage sélectif. D'autre part, ['augmentation de l'intensité
de compétition chez les tétraploides de la zone de mélange tendrait a montrer que la
compétition saccroit lorsque des grains de pollen des deux taxons se cotoient sur le méme
stigmate.
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L'étude des taux dinhibition polliniques déterminés & partir de pollinisations réalisées "in
vitro" a démontré qu'une barriére prézygotique a |'autofécondation existait chezAnthoxanthum
alpinum tant diploide que tétraploide. L'efficacité de cette barriére n'est pas absolue pour
aucun des taxons et c'est chez les tétraploides qu'ele est |a plus faible. Ce phénomeéne serait
concomitant a la polyploidisation en raison de |'augmentation du nombre d'aléles aux loci
responsables du systeme d'auto-incompatibilité. La population pure tétraploide de la Dent-
de-Lys représente cependant une exception a ce phénomene, puisqu'elle ne présentait pas de
diminution du systéme d'auto-incompatiblité. De facon générale, la comparaison des taux
dinhibition déterminés & partir de pollinisations "in vitro" et "in vivo" ont montré qu'en
conditions naturelles, les pollinisations semblent étre préférentiellement allogames.

Aucune barriére prézygotique a I'hybridation n'a pu ére mise en évidence par les

pollinisations réalisées "in vitro". Ce résultat démontre qu'il n'existe aucun lien entre les
systéemes d'incompatibilité a l'autofécondation et al'hybridation.

6.2 STRUCTURE GENETIQUE

Chez Anthoxanthum alpinum, le taux d'allogamie déterminé & partir du taux de consanguinité
et la comparaison du nombre moyen d'alléles avec |es données bibliographiques ont confirmé
I'existence d'un mode de reproduction facultativement autogame pour les deux taxons.

Les nombreuses similarités entre la structure génétique des diploides et des tétraploides ont
permis de confirmer |'origine autopolyploide du taxon tétraploide. Les tétraploides montrent
une plus grande diversité alélique que les diploides. Cette augmentation se révele minime
lorsgu'on la compare aux données bibliographiques et ne contribue pas a augmenter le taux
d'hétérozygosité. Bien au contraire, les tétraploides montrent un taux d'hétérozygosité plus
faible que les diploides. Nos résultats indiquent donc que I'accroissement de I'hétérozygosité
ne représente pas un facteur indispensable au maintien d'un polyploide. A I'exception des
individus tétraploides de la Dent-de-Lys, I'indice de consanguinité atteint des valeurs plus
élevées chez les tétraploides, en comparaison des diploides. Ce résultat peut sexpliquer par
I'accroissement du taux d'autogamie chez les polyploides.

La distribution de certains aléles aux sein de la zone de contact a permis de mettre en
évidence des échanges génétiques dans le sens diploide - tétraploide et inversement.
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L'intensité des flux géniques semble cependant insuffisante pour prévenir une différenciation
des différents demes constituant la zone de contact.

L'autocorréation effectuée sur la totalité des loci a permis de mettre en évidence une
organisation spatiale pour la population pure tétraploide de la Dent-de-Lys. En outre, cette
méthode d'analyse a permis de mettre en évidence une pression sélective agissant sur certains
loci.

Les régressions réalisees entre le taux d'hétérozygosité du locus GOT?2 et |a fertilité ont mis
en évidence, d'une part, I'effet de la dépression de I'hybridité au niveau de la zone de contact,
d'autre part le phénomeéne de I'hétérosis pour |'ensemble des populations pures.

Pour un locus, nous avons pu démontrer gu'une forte densité tendait a augmenter le taux de

consanguinité par diminution de lataille de la popul ation des progéniteurs potentiels

6.3 CONSIDERATIONS GENERALES

La population de la Dent-de-Lys présente des caractéristiques différentes au double point de
vue du comportement reproductif et de la structure génétique, en comparaison des autres
zones tétraploides. Le renforcement de la barriére prézygotiqgue a |'autogamie résulte
probablement de la diploidisation des loci responsables du systeme d'auto-incompatibilité.
Malgré cette caractéristique, le taux d'allogamie calculé a partir de I'indice de consanguinité
naugmente pas. La forte hétérogénéité environnementale responsable de |'organisation
spatiale de la population pourrait expliquer les nombreuses particul arités de cet échantillon.

En raison des différents résultats présentés au cours de cette recherche, il a éé possible de
définir certaines caractéristiques propres a la zone de contact entre Anthoxanthum alpinum
diploide et tétraploide.

Il apu ains étre démontré gque |'existence d'un certain degré d'autogamie chez les deux taxons
semblent favoriser la coexistence sympatrique des deux taxons.

Bien gu'il se déroule préférentiellement dans le sens diploide - tétraploide, le flux de géne au
niveau de la zone de contact peut également se produire dans le sens tétraploide- diploide. On
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peut en fait distinguer deux modes dintrogressions. l'introgression bidirectionnelle par
I'intermédiaire d'un triploide et I'introgression unidirectionnelle par fusion de diplogametes.

Outre le décalage phénologique entre les deux taxons, nous avons déterminé deux autres
facteurs agissant comme barriére au flux de genes. Il sagit de I'augmentation de I'autogamie
chez les tétraploides, ains que |'effet de la dépression d'hybridité.

Lors d'une éude antérieure, il avait d§a été déterminé que la zone de contact était maintenue
par une différenciation environnementale des taxons. La mise en évidence de la dépression
d'hybridité indique que cette zone d'hybridation est de type secondaire et qu'elle est également
stabilisée par un équilibre entre la dispersion et la sélection contre les hybrides (zone de
tension). L'implication de ces deux facteurs de stabilisation peut sexpliquer par un cycle de
contraction - expansion des deux taxons, suivi d'un contact secondaire.
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Année| Traitements Population Taxon Nombre
successifs de plantes
1992 Transect x 2X 6
Auto-Allol (zones pures) 4x 6
Transect y 2X 15
(zones pures) 4x 15
Allo2-Hyb Zone de contact 2X 20
(zones pures) Ax 0
1993 Moléson % 18
Auto-Allo-Hyb
y Dent-de-Lys 4AX 15
1994 Videmanette 2% 13
Rochers-de-Naye 4 17
Auto-Allo-Hyb el X
Zone pure large 2ad 11
Zone de contact 4x 5
Zone pure restreinte 22 10
4ax 3

TABLEAU I: Nombre de plantes utilisées pour les expériences d*interactions

reproductives réalisées en laboratoire (pollinisation "in vitro™).

Auto: Autogamie.

Allol: Allogamie réalisée s paralléelement a I'autogamie (expérience de 1992).
Allo2: Allogamie réalisée simultanément a I"hybridation (expérience de 1992).

Hyb: Hybridation.




VALEURSDE LA CONSTANTE
POLLINISATIONSEN POLLINISATIONS
CONDITIONSNATURELLES IN VITRO
0 0.902
(@)
5 ZONE DE CONTACT ZONE DE MELANGE 0.721
7 ZONE PURE 1.039
&) POPULATION PURE MOLESON 0.894
g 0.904
@) ZONE DE MELANGE 0.777
o ZONE DE CONTACT]
< ZONE PURE 0.705
|_
- POPULATION PURE| DENT -DE-LYS 0.697
TOTALITE 0.902

TABLEAU II: Valeurs de la constante multipliant la covariable. Cette constante correspond a la pente obtenue
a partir des régressions linéaires réalisées entre le nombre total de microgamétophytes et le nombre de
tubes inhibés, apres transformation log10(x+1).




ZONE DE CONTACT POPULATIONS PURES Indices
ZONE DE MELANGE|  ZONES PURES MOLESON | DENT-DE-LYS
2X 4X 2X 4X 2X 4X
3.57 3.69 3.97 4.7 3.98 3.98 Indices
\\ * = 2'2; 2X | 7. DEMELANGE
\ = 3.97 2X Z.DE CONTACT
— - 2 2X 1 ZONESPURES
\ x 4.7 4X
] 398 | 2x MOLESON
\ 398 | ax | DENTDELYS | O PURES

TABLEAU I11: Comparaison des indices phénologiques calculés a partir des relevés effectués dans les diverses zones cartographiées en 1992
(*) indiquent des différences significatives pour le test de Mann-Withney.

(-) désignent les comparaisons non significatives, selon ce méme test.
P<0.01 (correspond au seuil de 5%, aprés correction de Bonferroni).




FACTEURS DEGRES DE E 5
LIBERTES
TAXON 1/198 950 P<0.01
ZONE 1/198 069 P>0.05
NOM (TAXON*ZONE) 198/42 292  P<0.01
EPILLET (TAXON*ZONE*NOM) 42/365 0.85  P>0.05
ERREUR 365

TABLEAU IV : Analyse de variance mixte, avec plan a facteurs emboités, se rapportant
au nombre total de microgamétophytes présents sur les stigmates
pollinisés naturellement.
La variable correspond au log10 du nombre total de tubes + 1.
R square=0.604
ZONE: Provenance: zone de contact ou populations pures.

DEGRESDE

FACTEURS F P
LIBERTES
TAXON 14 2.74 P>0.05
POP (TAXON) 4/195 1.81 P>0.05
NOM (TAXON*POP) 195/42 2.89 P<0.01
EPILLET (TAXON*POP*NOM) 42/366 0.85 P<0.01
ERREUR 366

TABLEAU V: Analyse de variance avec plan a facteurs emboités se rapportant au
nombre total de microgamétophytes présents sur les stigmates pollinisés
naturellement.

La variable correspond au 1og10 du nombre total de tubes +1.

R square=0.604.
POP: Provenance: zone diploide ou tétraploide pure, restreinte de la zone

de contact, zone de mélange, Mol éson (2x), Dent-de-Lys (4x).




ZONE DE CONTACT POPULATIONS PURES N
ZONE DE MELANGE|  ZONES PURES MOLESON | DENT-DE-LYS
2X 4X 2X 4% 2X 4%

4.68 5,57 8.5 2.4 6.97 2.66 N

\\ x - * - ‘5‘:23 iﬁ Z. DE MELANGE

—— 7.DE CONTACT
— x 851 2X 1 ZONESPURES
\ - 2.4 4X

* 6.97| 2x MOLESON 0P, PURES

T~—__| 266 ax| DENTDELYS

TABLEAU VI:Comparaison du nombre total de microgamétophytes observeés sur des styles supposés déja pollinisés, récoltés dans la nature,

sur le terrain d'étude.

(*) indiquent des différences significatives pour le test de Mann-Withney.

(-) désignent les comparaisons non significatives, selon ce méme test.

P<0.01 (Avec correction de Bonferroni sur un seuil global de 5%).

N= nombre total moyen de grains de pollen comptés sur les stigmates de chaque épillet.




FACTEURS DEGRES DE F P
LIBERTES

TAXON 1/198 18.85 P<0.01
ZONE 1/198 9.55 P<0.01
INDIVIDU(TAXON* ZONE) 198 1.64 | 0.01<P<0.05
EPILLET (TAXON*ZONE*NOM) 42 111 | P=0.3034
LOG10 (NB TOTAL DE TUBES + 1 1 1199.70 | P<0.0001
ERREUR 363

TABLEAU VII: Analyse de variance mixte , avec plan a facteurs emboités , se rapportant
a la croissance des tubes polliniques observée sur des stigmates pollinisés naturellement.
Avec comme variable le log10 (x+1) du nombre de tubes polliniques et comme
covariable le log10 (x+1) du nombre total de tubes polliniques.
R-square=0.917.

ZONE: Zone de contact ou populations pures.

FACTEURS DEGRESDE F P
LIBERTES

TAXON 14, 336 | P>005
POP (TAXON) 4/195 559 | P<001
INDIVIDU (TAXON*POP) 195/42 154 | 0.01<P<0.05
EPILLET (TAXON*POP*NOM) 42 111 | P=0.3034
LOG10 (NB TOTAL DE TUBES + 1 1 1199.70 | P<0.0001
ERREUR 2290

TABLEAU VIII: Analyse de variance mixte, avec plan a facteurs emboités , se rapportant
a la croissance des tubes polliniques observée sur des stigmates pollinisés naturellement.
Avec comme variable le log10 (x+1) du nombre de tubes polliniques et comme
covariable le log10 (x+1) du nombre total de tubes polliniques.
R-square=0.918.
POP: Zone diploide ou tétraploide pure, restreinte de la zone de contact, zone
de mélange, Moléson (2x), Dent-de-Lys (4x).



ZONE DE CONTACT POPULATIONS PURES Taux

ZONE DE MELANGE ZONES PURES MOLESON | DENT-DE-LYS
2X (E=61)| 4X (E=271)| 2X (E=157)| 4X (E=52) 2X  (E=116) 4X  (E=100)
20075 -0.086 0226 | -0.189 ~0.184 ~0.201 Taux
T - * * 007 2X | ; pEMELANGE

\\ * X 0.0861 X Z.DE CONTACT
—— : 02281 2X | ZONESPURES

- -0.184] 2X MOLESON

-0.201] 4X DENT-DE-LYS

POP. PURES

TABLEAU IX: Comparaison des taux d*inhibition pollinique observés sur des styles déja pollinisés, récoltés dans la nature,
sur le terrain d*étude.
(*) indiquent des différences significatives pour le test de Mann-Withney.
(-) désignent les comparaisons non significatives, selon ce méme test.
E= Effectif analysé.
P<0.01 (correspond au seuil de 5%, apreés correction de Bonferroni).
Taux= Taux d*inhibition représenté par les valeurs moyennes des résidus.



Nb moyen de grains de pollen par épillet
Invivo In vitro
Mol éson diploide 6.67 9.60
Zone de contact diploide pure 8.50 11.46
Zone de contact, mélange 6.37 -
Zone de contact tétraploide pure 2.40 10.90
Dent-de-Lys tétraploide 2.66 10.73

TABLEAU X: Nombre moyens de microgamétophytes déposés sur les

stigmates de chaque inflorescence.




FACTEURS DEGRES DE F P
LIBERTES

TAXON 1127 234 P>0.05
ZONE 1127 0.65 P>0.05
INDIVIDU(TAXON*ZONE) 127 2.82 P<0.0001
REPROD 2 79.83 P<0.0001
REPET 14 1.39 P=0.1492
LOG10 (NB TOTAL DE TUBES + 1 1 7271.9 P<0.0001
ERREUR 2310

TABLEAU XI: Analyse de variance mixte, avec plan a facteurs emboités ,se rapportant
aux interactions reproductives étudiées par des pollinisations réalisées "in vitro™. Avec
comme variable le log10 (x+1) du nombre de tubes polliniques et comme covariable
le log10 (x+1) du nombre total de tubes observés sur les stigmates.
R-square=0.805.
ZONE: Zone de contact ou populations pures.
REPROD: Type de reproduction (autogamie, allogamie ou hybridation).
REPET: Répétition.

FACTEURS DEGRES DE E B
LIBERTES

TAXON 1/116 2.65 P>0.05
POP (TAXON) 10/116 0.68 P>0.05
INDIVIDU (TAXON*POP) 116 2.88 | P<0.0001
REPROD 2 80.17 | P<0.0001
REPET 14 1.30 | P=0.1962
LOG10 (NB TOTAL DE TUBES + 1 1 7299.90 | P<0.0001
ERREUR 2290

TABLEAU XII: Analyse de variance mixte, avec plan a facteurs embofités , se rapportant
aux interactions reproductives étudiées par des pollinisations réalisées "'in vitro™. Avec
comme variable le log10 (x+1) du nombre de tubes polliniques et comme covariable
le log10 (x+1) du nombre total de tubes observés sur les stigmates.
R-square=0.806.
POP: Zone diploide ou tétraploide pure, large de la zone de contact, zone diploide ou
tétraploide pure, restreinte de la zone de contact, Moléson (2x), Videmanette (2x),
Dent-de-Lys (4x), Rochers de Naye (4x).
REPROD: Type de reproduction (autogamie, allogamie ou hybridation).



ZONE DE CONTACT

TRANSECT X TRAN

SECTY

ZONE DE CONTACT (transects X et Y)

2X

4X 2X

4X

2X 4X

Taux

Rep.

Auto| Allo]

Auto| AlloY Auto| Allol Auto| Allo 1

Autg

Allo 1Allo 2 Hyb | Auto| Allo 1Allo 2 Hyb

Taux

-0.194 -0.253

-0.217| -0.312] -0.169 -0.434

-0.246| -0.289

-0.17

-0.34| -0.256| -0.304 -0.24] -0.30§ -0.309| -0.307

Freg.

-0.196

Auto

-0.253

Allo ]

2X

-0.217

Auto

-0.312

Allol

4X

TRANSECT X

Z.DE CONTACT

-0.169

Auto

-0.434

Allo 1]

2X

-0.246

Auto

-0.289

Allo ]

4X

TRANSECT Y

-0.17

Auto

-0.34

Allo 1]

-0.256

Allo 2

-0.305

Hyb

2X

-0.24

Auto

-0.306

Allo 1

-0.309

Allo 2

N

-0.307

Hyb

4X

ZONE DE CONTACT
TRANSECTSX ETY

TABLEAU XIII: Comparaisons des taux d*inhibition polliniques selon divers modes de reproduction. Expérience réalisée en 1992 sur
des plantes non cartographiées.

(*) indiquent des différences significatives pour le test de Mann-Withney.
(-) désignent les comparaisons non significatives selon ce méme test.
p<0.0036 (correspond au seuil de 5%, apres correction de Bonferroni).

Rep. = Type de reproduction: Auto = Autogamie.
Allo = Allogamie, Allol = expérience réalisée conjointement a celle de I'autogamie, Allo2 = expérience effectuée

simultanément a celle de I"hybridation).
Hyb = hybridation entre les deux taxons.

Taux= Taux d"inhibition représenté par la moyenne des résidus aprés transformation log10 (x+1).




ZONE DE CONTACT
(ZONES PURES)

POPULATIONS PURES

VIDEMANETTE

ROCHERS DE NAYH

MOLESON

DENT-DE-LYS

2X 4X

2X

4X 2X

4X

Taux

Rep

Auto

Allo | Hyb | Auto| Allo | Hyb

Auto| Allo

Hyb

Auto

Allo| Hyb | Auto| Allo

Hyb

Auto| Allo

Hyb

Rep.

-0.03

-0.17 (-0.233 |-0.129 |-0.245 |-0.225

-0.018 (-0.172

-0.244

-0.164

-0.241 (-0.213 |-0.026 (-0.219

-0.183

-0.053 |-0.177

-0.131

Taux

-0.03

Auto

~{ - -

-0.17

Allo

\ _

-0.233

Hyb

2X

ZONE DE CONTACT

-0.129

Auto

-0.245

Allo

-0.225

Hyb

4X

(ZONES PURES)

-0.019

Auto

-0.172

Allo

-0.244

Hyb

2X

VIDEMANETTH

-0.164|

Auto

-0.241

Allo

-0.213

Hyb

4X

ROCHERS
DENAYE
POPULATIONS

-0.026

Autoj

-0.219

Allo

-0.183

Hyb

2X

PURES
MOLESON

-0.053

Auto

-0.177

Allo

-0.131

Hyb

4X

DENT-DE-LYS

TABLEAU XIV: Comparaison des taux d'inhibition pollinique selon divers modes de pollinisations. Expériences réalisées en 1993 et 1994 sur
des plantes non cartographiées.
(*) indiquent des différences significatives pour le test de Mann-Withney.

Taux = Taux d'inhibition représenté par la moyenne des résidus, aprés transformation log10(x+1).

(-) désignent les comparaisons non significatives pour ce méme test.

P<0.003 (correspond au seuil de 5%, aprés correction de Bonferroni).
Rep.= Type de reproduction: Auto= Autogamie, Allo = Allogamie, Hyb = Hybridation entre les 2 taxons.




Taux ZONE DE CONTACT (in vitro) POPULATIONS PURES (in vitro)
ZONES PURES MOLESON DENT-DE-LYS
2X 4X 2X 4X
Reprod. Auto Allo Auto Allo Auto Allo Auto Allo
Taux -0.03 -0.17 -0.129 -0.245 -0.026 -0.219 -0.053 -0.177
Z. DE. CQNTACT ZONES PURES 2X | -0.16 * *
(in situ) 4X |-0.226 * *
POP. PURES MOLESON | 2X |-0.218] * *
(in situ) DENT-DE-LY S| 4X | -0.239 * *

TABLEAU XV: Comparaison des taux d*inhibition observés dans des 2 types d*expériences.

(*) indiquent des différences significatives pour le test de Mann-Withney.
P<0.00625 (correspond au seuil de 5%, apres correction de Bonferroni)..
Rep.= Type de reproduction: Auto= Autogamie, Allo= Allogamie.
Taux = Taux d"inhibition représenté par les valeurs des résidus.




POLLINISATIONS"IN SITU"

POLLINISATIONS"IN VITRO" Pentes
ZONE DE CONTACT POPULATIONS PURES ZONE DE CONTACT POPULATIONS PURES
Zone de mélange Zones pures Moléson |Dent-de-Ly Zones pures non cartographiées Zones pures Moléson | Dent-de-Lys{ Videmanettg Rochers de Naye
Transect X Transect y
2X 4X 2X 4X 2X 4X 2X 4X 2X 4X 2X 4X 2X 4X 2X 4X
0.678 0.698 0.817 0.375 0.696 0.379 0.622 0.572 0.679 0.544 0.75 0.733 0.768 0.805 0.784 0.718 Pentes
- - " - 0678 | 2X Zone de mélange
ol 0698 | 4X ZONE DE CONTACT
* - 0817 | 2X Zones pures
- * 0.375 4X
* - 06% | 2X Moléson POPULATIONS PURES
* 0379 | 4x Dent-de-Lys
- - - 0622 | 2X | Transect ¥
- - 0572 | 4X Zones pures
- - 0.679 | 2X non cartographiées
Transect y
- 0542 | ax ZONE DE CONTACT
z - - 0.75 2X
Zones pures
- - 0.733 | 4X
S - - 0.768 | 2X Moléson
- - 0.805 | 4x Dent-de-Lys POPULATIONS PURES
- 0784 | 2x Videmanette
0718 | 4x Rochers de Naye

TABLEAU XVI : Comparaisons des pentes de régressions réalisées entre le LOG10 (x+1) du nombre de tubes inhibés et le LOG10 (x+1) du nombre total de tubes.
(*) indiquent des différences significatives.
(-) désignent les comparaisons non significatives.

P<0.0036 (correspond au seuil de 5%, aprés correction de Bonferroni)..




SOLUTIONS PRODUITS QUANTITE | pH, VOLUME FINAL

1 N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 0.400 ml
Tris 36.600 ml pH 8.9, 100ml
HCI 1IN 48.000 ml

2 Acrylamide 80.000 g 200
Bis-Acrylamide 1.470 g

3 Peroxydisulfate d'ammonium 0.185 g 200mi
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 0.500 ml

4 Tris 5.980 ml pH 8.9, 100ml
HCI IN gjuster a

5 Aprylamide . 10.000 g 100ml
Bis-Acrylamide 2500 g

6 Riboflavine 4.000 g 100ml

7 Saccharose 40.000 g 100mi

TABLEAU XVII: Composition des solutions pour réaliser les gels de polyacrylamide.




SYSTEME TYPE DE TAMPON | PRODUITS | QUANTITE| pH, VOLUME FINAL

Tampon d'éectrode L-Histidine 48.42 g pH 6.5, 4.8

SYSTEME Ac. citrique 6.46 g

HISTIDINE-CITRATE .

Tampon de gel L-Histidine 4.00 g oH 6.5, 1.6

Ac. citrique 052¢g
Tampon d'éectrode Ac borique 89.28 g pH 8.2, 4.8

SYSTEME NaOH 11.52 g

KRISJANSSON :

Tampon de gel Tris 2949 pH 7.8, 1.6l

Ac. citrique 136 g

TABLEAU XVIII: Composition des tampons pour les électrophoreses sur gels d*amidon.

PHASESl SYSTEME HISTIDINE CITRATE SYSTEME KRISJANSSON
Tension Intensite Durée Tension Intensite Temps
1 100/100 mV| ..../25 mA 20min | .../100mV | 25/25mA 20 min
300/300 mV] ..../200 mA | 4 heures | 150/150 mV] ..../200 mA | ~ 6 heures
200/200 mV| ..../200mA | 6 heures - - -

TABLEAU XIX: Conditions de migration pour les électrophoreses sur gels d*amidon.




ECHANTILLON

AcPH1

1 Cl 2 Cl | N

Videmanette 2X 1.000] 0.000] 0.000] 0.000] 86

Mol éson 2X 0.994]0.012] 0.006] 0.012| 84

Zone de contact pure, (large) 2X 10.993| 0.014| 0.007( 0.014| 70
Zone de contact pure, (restreinte) 2X]0.977( 0.026| 0.023] 0.026| 65
Zone de contact, mélange, 2X 1.000( 0.000] 0.000] 0.000{ 28
Zone de contact, mélange, 4X 0.995] 0.007{ 0.005| 0.007| 97
Zone de contact pure, (restreinte) 4X] 0.943| 0.035| 0.057] 0.035| 44
Zone de contact pure, (large) 4X 10.975] 0.019] 0.025( 0.019| 70
Dent-de-Lys 4x 1.000| 0.000{ 0.000{ 0.000| 92
Rochers de Naye 4X 0.988| 0.012]| 0.012| 0.012| 84

TABLEAU XX: Fréquences alléliques observées dans les diverses
zones etudiées, pour le premier locus des phosphatases acides.
Avec CI = intervalle de confiance, N = nombre d*individus étudiés.

ECHANTILLON aliaa b
1 Cl 2 Cl 3 Cl N
Videmanette 2X 0.105| 0.047| 0.448( 0.076] 0.448] 0.076| 86
Moléson 2X 0.042] 0.031| 0.452| 0.077| 0.506| 0.077| 84
Zone de contact pure, (large) 2X ] 0.107| 0.052| 0.443| 0.084 | 0.450| 0.084( 70
Zone de contact pure, (restreinte) 2X ] 0.086| 0.050| 0.359| 0.085| 0.555| 0.088| 64
Zone de contact, mélange, 2X 0.018] 0.036| 0.446| 0.133| 0.536| 0.133| 28
Zone de contact, mélange, 4X 0.070] 0.026] 0.415| 0.050| 0.515| 0.051| 97
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.083| 0.041] 0.517| 0.074] 0.400| 0.073[ 45
Zone de contact pure, (large) 4X ] 0.082| 0.033] 0.382| 0.058| 0.536| 0.060| 70
Dent-de-Lys 4x 0.043| 0.021 0.470( 0.052] 0.486| 0.052| 92
Rochers de Naye 4X 0.043| 0.022] 0.443| 0.053| 0.514| 0.054| 87

TABLEAU XXI: Fréguences alléliques observées dans les diverses zones étudiées,

pour le troisieme locus des phosphatases acides.
Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d'individus étudiés.




ECHANTILLON ADH

1 Cl 2 Cl 3 Cl N

Videmanette 2X 0.114]| 0.051| 0.861| 0.055| 0.025| 0.025( 79

Mol éson 2X 0.019] 0.021( 0.981| 0.021] 0.000| 0.000( 81

Zone de contact pure, (large) 2X 0.045| 0.036[ 0.955( 0.036( 0.000| 0.000| 67
Zone de contact pure, (restreinte) 2X | 0.111] 0.056] 0.888] 0.056| 0.000( 0.000( 63
Zone de contact, mélange, 2X 0.093] 0.079] 0.870( 0.092| 0.037| 0.051| 27
Zone de contact, mélange, 4X 0.000] 0.000] 0.979( 0.015| 0.021] 0.015| 97
Zone de contact pure, (restreinte) 4X | 0.035| 0.028| 0.965( 0.028| 0.000( 0.000| 43
Zone de contact pure, (large) 4X 0.051| 0.026( 0.920( 0.033[ 0.029]| 0.020| 69
Dent-de-Lys 4x 0.139]| 0.036( 0.849| 0.037] 0.011]| 0.011[ 93
Rochers de Naye 4X 0.023| 0.016( 0.936| 0.026]| 0.041| 0.021| 86

TABLEAU XXII: Fréguences alléliques observées dans les diverses zones étudiees,
pour le premier locus de I"alcool déshydrogénase.
Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d"individus étudiés.

ECHANTILLON EM1
1| al 2| alN
Videmaneite 2X 0.277 0.070] 0.722] 0,070 81
Moléson 2X 0.366] 0.073 0.634 0.073 86

Zone de contact pure, (large) 2X 0.355 0.081] 0.645[ 0.081] 69
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.397] 0.091] 0.603] 0.091] 58
Zone de contact, mélange, 2X 0.481] 0.136] 0.519| 0.136] 27
Zone de contact, mélange, 4X 0.382] 0.050 0.618[ 0.050] 95
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.409 0.075 0.590, 0.075] 43
Zone de contact pure, (large) 4X 0.322] 0.056] 0.678] 0.056| 69
Dent-de-Lys 4x 0.327| 0.048] 0.673] 0.048 94
Rochers de Naye 4X 0.284{ 0.048| 0.716] 0.048 87

TABLEAU XXIII: Fréquences alléliques observées dans les diverses
zones étudiées, pour le premier locus de I'enzyme malique.
Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d*individus étudiés.




ECHANTILLON

GOT1

1 Cl 2 Cl 3 Cl 4_ Cl 5 Cl 6 Cl I Cl N

Videmanette 2X 0.029| 0.029| 0.007 | 0.014| 0.645| 0.081| 0.065| 0.042| 0.210| 0.069| 0.022| 0.025| 0.022| 0.025| 69
Moléson 2X 0.072| 0.044| 0.000| 0.000{ 0.754| 0.073| 0.174| 0.065| 0.174| 0.065| 0.000| 0.000( 0.000| 0.000| 69
Zone de contact pure, (large) 2X | 0.037| 0.033| 0.015| 0.021| 0.866| 0.059| 0.015( 0.021| 0.052| 0.038| 0.015| 0.021| 0.000| 0.000( 67
Zone de contact pure, (restreinte) 2X | 0.022| 0.031| 0.000| 0.000| 0.924| 0.055| 0.022| 0.031| 0.033| 0.037| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000| 46
Zone de contact, mélange, 2X 0.000| 0.000| 0.000| 0.000{ 0.864| 0.146( 0.000( 0.000| 0.136| 0.146( 0.000| 0.000( 0.000{ 0.000| 11
Zone de contact, mélange, 4X 0.021] 0.018] 0.057| 0.030[ 0.725| 0.057| 0.041| 0.025[ 0.123| 0.042| 0.033| 0.023| 0.000( 0.000( 61
Zone de contact pure, (restreinte) 4X | 0.150| 0.056| 0.000( 0.000| 0.719| 0.071| 0.000| 0.000( 0.131| 0.053| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000( 40
Zone de contact pure, (large) 4X | 0.037| 0.023| 0.000| 0.000( 0.827| 0.046| 0.015| 0.015| 0.092| 0.035( 0.029( 0.020| 0.000( 0.000| 68
Dent-de-Lys 4x 0.183| 0.041] 0.042| 0.021| 0.492| 0.053| 0.048| 0.023| 0.197| 0.042| 0.000| 0.000| 0.039| 0.021| 89
Rochers de Naye 4X 0.060| 0.031| 0.017| 0.017| 0.724| 0.059| 0.017| 0.017| 0.172| 0.050| 0.000| 0.000| 0.009| 0.012| 58

TABLEAU XXIV: Fréguences alléliques observées dans les diverses zones étudiées, pour le premier locus des glutamate-oxaloacétate-

transaminases.

Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d"individus étudiés.




ECHANTILLON

GOT?2

1 Cl 2 Cl 3 Cl 4 Cl 5 Cl 6 Cl 7 | Cl 8 | Cl | N

Videmanette 2X 0.000( 0.000) 0.000{ 0.000) 0.902f 0.046| 0.024 0.0240.073] 0.041| 0.000] 0.000{ 0.000] 0.000| 0.000[{0.000| 82

Moléson 2X 0.012] 0.017) 0.012] 0.017] 0.768) 0.065| 0.018] 0.021] 0.173] 0.058] 0.006( 0.012{0.012{0.017| 0.000]0.000| 84

Zone de contact pure, (large) 2X | 0.000| 0.000] 0.029] 0.029) 0.855) 0.060] 0.036| 0.032] 0.080[ 0.046| 0.000[ 0.000[ 0.000| 0.000] 0.000) 0.000| 69
Zone de contact pure, (restreinte) 2X | 0.016] 0.022] 0.000| 0.000] 0.929| 0.046| 0.000| 0.000] 0.048) 0.038| 0.000] 0.000) 0.008] 0.016( 0.000{ 0.000| 63
Zone de contact, mélange, 2X 0.020] 0.040) 0.000] 0.000] 0.840 0.104) 0.020] 0.040] 0.100f 0.085] 0.020[ 0.040[ 0.000| 0.000] 0.000] 0.000| 25
Zone de contact, mélange, 4X 0.036/ 0.022] 0.007{ 0.010) 0.786[ 0.049 0.072[ 0.031] 0.083] 0.033| 0.004) 0.008(0.018 0.016] 0.004{0.008| 69
Zone de contact pure, (restreinte) 4X | 0.000] 0.000] 0.011] 0.015] 0.859| 0.051] 0.011] 0.015]0.092] 0.043| 0.000] 0.000) 0.027] 0.024{ 0.000| 0.000| 46
Zone de contact pure, (large) 4X | 0.015] 0.015] 0.041| 0.024] 0.795) 0.049| 0.034]| 0.022]0.112{ 0.039| 0.000| 0.000] 0.004) 0.008{ 0.000| 0.000| 67
Dent-de-Lys 4x 0.035[ 0.019) 0.019] 0.014) 0.788[ 0.042) 0.035[ 0.019]0.121] 0.034| 0.000] 0.000[ 0.003] 0.006 0.000{ 0.000] 93

Rochers de Naye 4X 0.000( 0.000] 0.039] 0.021] 0.660| 0.050] 0.067| 0.027/0.211] 0.043| 0.006| 0.008( 0.017| 0.014] 0.000[ 0.000] 89

TABLEAU XXV: Fréquences alléliques observées dans les diverses zones étudiées, pour le second locus des glutamate-oxaloacétate-
transaminases.
Avec CI = intervalle de confiance, N = nombre d*individus étudiés.




ECHANTILLON

LAP1

1 Cl 2 Cl 3 Cl N

Videmanette 2X 0.000| 0.000| 1.000| 0.000 | 0.000| 0.000| 81
Moléson 2X 0.000| 0.000| 1.000| 0.000 | 0.000| 0.000( 75
Zone de contact pure, (large) 2X 0.008| 0.016| 0.992| 0.016 | 0.000| 0.000| 61
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.016| 0.023| 0.976| 0.027 | 0.008| 0.016| 62
Zone de contact, mélange, 2X 0.000| 0.000( 1.000| 0.000 | 0.000| 0.000| 28
Zone de contact, mélange, 4X 0.005| 0.007| 0.995| 0.007 [ 0.000| 0.000| 96
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.000( 0.000( 1.000| 0.000 | 0.000| 0.000| 40
Zone de contact pure, (large) 4X 0.000| 0.000| 1.000| 0.000 | 0.000| 0.000| 68
Dent-de-Lys 4x 0.000| 0.000| 1.000| 0.000 | 0.000| 0.000( 94
Rochers de Naye 4X 0.033| 0.020] 0.949| 0.024 | 0.018| 0.015( 83

TABLEAU XXVI: Fréquences alléliques observées dans les diverses zones étudiées,

pour le premier locus des leucine-amino-peptidases.
Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d'individus étudiés.

ECHANTILLON LAP2
1 Cl 2 Cl N
Videmanette 2X 0.988| 0.017| 0.012| 0.017| 81
Mol éson 2X 0.987| 0.018( 0.013| 0.018| 76
Zone de contact pure, (large) 2X | 1.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 61
Zone de contact pure, (restreinte) 2X | 0.918| 0.047| 0.082| 0.047| 67
Zone de contact, mélange, 2X 0.982] 0.036| 0.018| 0.036( 28
Zone de contact, mélange, 4X 1.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 96
Zone de contact pure, (restreinte) 4X] 1.000( 0.000| 0.000| 0.000| 40
Zone de contact pure, (large) 4X | 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 68
Dent-de-Lys 4x 0.973]| 0.017| 0.027| 0.017| 92
Rochers de Naye 4X 1.000| 0.000| 0.000| 0.000| 83

TABLEAU XXVII: Fréquences alléliques observées dans les diverses
zones étudiées, pour le second locus des leucine-amino-peptidases.

Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d*individus étudiés.




ECHANTILLON PxC1

1 Cl 2 Cl | N
Videmanette 2X 0.553 | 0.076 | 0.447| 0.076] 85
Moléson 2X 0.519| 0.079 [ 0.481| 0.079] 80

Zone de contact pure, (large) 2X 0.457| 0.084 | 0.543] 0.084( 70

Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.451| 0.090 [ 0.549| 0.090| 61

Zone de contact, mélange, 2X 0.420| 0.140 | 0.580| 0.140| 25

Zone de contact, mélange, 4X 0.426| 0.051| 0.574| 0.051| 94

Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.477| 0.076 | 0.523 | 0.076] 43

Zone de contact pure, (large) 4X 0.435| 0.060 [ 0.565| 0.060( 69

Dent-de-Lys 4x 0.543| 0.053 [ 0.457] 0.053| 88

Rochers de Naye 4X 0.466 | 0.053 | 0.534| 0.053| 88

TABLEAU XXVIII: Fréquences alléliques observées dans les diverses
zones étudiées, pour le premier locus des peroxydases de la cathode.
Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d*individus étudiés.

ECHANTILLON PxC2
1 Cl 2 | a | N
Videmanette 2X 0524 | 0.077 | 0.476 | 0.077] 85
Moléson 2X 0.413 | 0.075 | 0.587 | 0.075] 86

Zone de contact pure, (large) 2X | 0.464 [ 0.084 | 0.536 | 0.084| 70

Zone de contact pure, (restreinte) 2X | 0.331 | 0.085 [ 0.669 | 0.085( 62

Zone de contact, mélange, 2X 0.482 | 0.134 | 0.518 | 0.134| 28

Zone de contact, mélange, 4X 0.441 | 0.050 | 0.559 [ 0.050| 97

Zone de contact pure, (restreinte) 4X | 0.426 | 0.075 | 0.574 | 0.075| 44

Zone de contact pure, (large) 4X | 0.438 | 0.060 | 0.562 | 0.060| 69

Dent-de-Lys 4x 0.503 | 0.052 | 0.497 | 0.052] 91

Rochers de Naye 4X 0.483 | 0.053 | 0.517 | 0.053| 90

TABLEAU XXIX: Fréquences alléliques observées dans les diverses
zones étudiées, pour le deuxieme locus des peroxydases de la cathode.
Avec CI = intervalle de confiance, N = nombre d*individus étudiés.

ECHANTILLON Pxca
1 Cl 2 Cl | N
Videmanette 2X 0.443 [ 0.079 | 0.557 | 0.079| 79
Moléson 2X 0.460 [ 0.081 | 0.540 | 0.081 75

Zone de contact pure, (large) 2X | 0.447 | 0087 | 0.553 | 0.087| 66

Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.640 | 0.090 | 0.359 | 0.090| 57

Zone de contact, mélange, 2X 0.500 [ 0.139 | 0.500 | 0.139( 26

Zone de contact, mélange, 4X 0.556 | 0.053 | 0.444 | 0.053| 89

Zone de contact pure, (restreinte) 4X | 0.616 | 0.076 | 0.384 | 0.076| 41

Zone de contact pure, (large) 4X | 0.550 | 0.062 [ 0.450 | 0.062| 65

Dent-de-Lys 4x 0.610 [ 0.054 | 0.390 | 0.054| 82

Rochers de Naye 4X 0.491 | 0.055] 0.509 | 0.055| 82

TABLEAU XXX: Fréquences alléliques observées dans les diverses
zones etudiées, pour le quatriéme locus des peroxydases de la cathode.
Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d"individus étudiés.




ECHANTILLON

PxAl

1 Cl 2 Cl 3 Cl 4 Cl N

Videmanette 2X 0.013| 0.019( 0.959| 0.033]| 0.000] 0.000| 0.027| 0.027| 74

Mol éson 2X 0.041| 0.033] 0.946( 0.037| 0.000| 0.000] 0.013| 0.019| 74
Zone de contact pure, (large) 2X 0.000| 0.000] 1.000( 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000{ 0.000| 54
Zone de contact pure, (restreinte) 2X | 0.009| 0.018| 0.972| 0.032| 0.000( 0.000| 0.019| 0.026| 54
Zone de contact, mélange, 2X 0.000{ 0.000| 1.000( 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000| 0.000| 18
Zone de contact, mélange, 4X 0.017]| 0.015( 0.980( 0.016| 0.000| 0.000| 0.003| 0.006| 75
Zone de contact pure, (restreinte) 4X | 0.000| 0.000| 0.987| 0.018| 0.006| 0.012| 0.006| 0.012| 39
Zone de contact pure, (large) 4X 0.018]| 0.018] 0.956( 0.027| 0.000( 0.000| 0.026( 0.021| 57
Dent-de-Lys 4x 0.079| 0.032( 0.904| 0.035| 0.000| 0.000| 0.018| 0.016{ 70
Rochers de Naye 4X 0.045| 0.023| 0.923| 0.030| 0.010| 0.011]| 0.022| 0.017| 78

TABLEAU XXXI: Fréguences alléliques observées dans les diverses zones étudiées, pour le
premier locus des peroxydases de I*anode.

Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d"individus étudiés.

ECHANTILLON PxA2
1 Cl 2 Cl | N
Videmanette 2X 0.444| 0.078 | 0.555| 0.078| 81
Moléson 2X 0.500| 0.079 | 0.500( 0.079] 80
Zone de contact pure, (large) 2X | 0.360| 0.082 | 0.640( 0.082| 68
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.270( 0.079 | 0.730| 0.079( 63
Zone de contact, mélange, 2X 0.339| 0.127 | 0.661| 0.127| 28
Zone de contact, mélange, 4X 0.348| 0.050 [ 0.652| 0.050| 92
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.432( 0.078 | 0.568| 0.078| 40
Zone de contact pure, (large) 4X | 0.437| 0.061 | 0.563| 0.061| 67
Dent-de-Lys 4x 0.407| 0.051 | 0.593| 0.051| 91
Rochers de Naye 4X 0.358| 0.053 | 0.641| 0.053| 81

TABLEAU XXXII: Fréquences alléliques observees dans les diverses

zones étudiées, pour le second locus des peroxydases de I'anode.

Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d"individus étudiés.




ECHANTILLON SOD1

1 Cl 2 Cl N
Videmanette 2X 0.975] 0.025 | 0.025 [ 0.025| 80
Moléson 2X 0.860 | 0.053 | 0.140 [ 0.053| 87

Zone de contact pure, (large) 2X 0.929 | 0.043 | 0.071 [ 0.043| 70

Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.939 | 0.042 [ 0.061 | 0.042| 66

Zone de contact, mélange, 2X 1.000 [ 0.000 [ 0.000 [ 0.000| 28

Zone de contact, mélange, 4X 0.923 | 0.027 | 0.087 [ 0.028 100

Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.880 | 0.048 [ 0.120 | 0.048| 46

Zone de contact pure, (large) 4X 0.911| 0.034 | 0.089 | 0.034| 70

Dent-de-Lys 4x 0970 0.018 | 0.030 [ 0.018] 93

Rochers de Naye 4X 0.956 [ 0.022 | 0.044 | 0.022| 86

TABLEAU XXXIII: Fréguences alléliques observées dans les diverses zones
étudiées, pour le premier locus des superoxyde dismutases.
Avec Cl = intervalle de confiance, N = nombre d"individus étudiés

ECHANTILLON Sob2
1 Cl 2 Cl 3 Cl N
Videmanette 2X 0.969 | 0.027 ] 0.031 ] 0.027 | 0.000 | 0.000 | 80
Moléson 2X 0.860 | 0.053] 0.140| 0.053 | 0.000 | 0.000 [ 87
Zone de contact pure, (large) 2X ] 0.929 | 0.043 | 0.071 | 0.043| 0.000 [ 0.000 | 70
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.939 | 0.042 | 0.061 | 0.042 | 0.000 [ 0.000 | 66
Zone de contact, méange, 2X 1.000 | 0.000 | 0.000 [ 0.000 | 0.000 | 0.000 | 28
Zone de contact, mélange, 4X 0.913] 0.028 | 0.082 [ 0.027 | 0.005 | 0.007 | 100
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.880 | 0.048 | 0.120 | 0.048 | 0.000 [ 0.000 | 46
Zone de contact pure, (large) 4X ] 0.911| 0.034 [ 0.089 | 0.034| 0.000 [ 0.000 | 70
Dent-de-Lys 4x 0.970] 0.018 | 0.027] 0.017] 0.003 [ 0.006 | 93
Rochers de Naye 4X 0.956 | 0.022 | 0.044 | 0.022| 0.000 | 0.000 | 86

TABLEAU XXXIV: Fréquences alléliques observées dans les diverses zones étudiées,

pour le second locus des superoxyde dismutases.
Avec CI = intervalle de confiance, N = nombre d*individus étudiés




ZONE DE CONTACT POPULATIONS PURES o §|
<
ZONE DEMELANGE ZONESPURES MOLESON|DENT-DE-LYS|VIDEMANETTH ROCHERS | 2 |3
RESTREINTES LARGES DENAYE | &
2X 4% 2X 4x 2X 4% 2X 4x 2X 4% Taxon
1.24 1.26 1.19 1.23 1.25 1.29 1.23 1.31 1.25 1.29 Diversité allélique
- - - 1.24] 2X ZONE DE
- - 1.26] 4X MELANGE
- " . " T1o[2x ZONE DE
- - - x| RESTREINTH JONES CONTACT
- - - 1.25] 2x L ARGE PURES
- - 1.29] ax
o~ = - 1.23] 2x MOLESON
o~ - 1.31] ax DENT-DE-LYS POPULATIONS
— - 1.25] 2X VIDEMANETTE PURES
1.29] ax ROCHERS DE NAYE

TABLEAU XXXV: Comparaisons des diversites alléliques moyennes par échantillon.
(*) indiquent les différences significatives pour le test de Mann-Whitney. (-) désignent les comparaisons non significatives pour
ce méme test, P<0.00625 (correspond au seuil de 5%, apres corrections de Bonferroni).



ECHANTILLON

POLYMORPHISME

(%)
Videmanette 2X 42.86
Moléson 2X 52.38
Zone de contact pure, (large) 2X 47.62
Zone de contact pure, (restreinte) 2X 57.14
Zone de contact, mélange, 2X 42.86
Zone de contact, mélange, 4X 47.62
Zone de contact pure, (restreinte) 4X 52.38
Zone de contact pure, (large) 4X 52.38
Dent-de-Lys 4x 47.62
Rochers de Naye 4X 52.38

TABLEAU XXXVI: Pourcentage de polymorphisme,
déterminé pour chaque zone.




ECHANTILLON DIVERSITE
2-piln(pi)

Videmanette 2X 6.75
Moléson 2X 7.28
Zone de contact pure, (large) 2X 6.26
Zone de contact pure, (restreinte) 2X 6.28
Zone de contact, mélange, 2X 5.73
Zone de contact, mélange, 4X 6.85
Zone de contact pure, (restreinte) 4X 6.83
Zone de contact pure, (large) 4X 6.96
Dent-de-Lys 4x 7.59
Rochers de Naye 4X 7.34

TABLEAU XXXVII: Diversité allélique de Shannon
moyenne, déterminée pour chaque échantillon.
Avec Pi = fréquence allélique.

GROUPES NB DE DEMES AP Nm
ZONE DE CONTACT 2X 3 1 0.00091
ZONE DE CONTACT 4X 3 3 0.07973
ZONE DE CONTACT, TOTALITE 6 4 0.00357
ZONES 2X, TOTALITE ) 2 0.00130
ZONES4X, TOTALITE ) 1 0.00033
TOTALITE DES ZONES 10 1 0.00008

TABLEAU XXXVIII: Flux de genes déterminé grace aux alleles personnels.

Avec AP= Nb d*alleles particuliers aux groupes considéreées.




ECHANTILLON

AcPH1

AcPH3

Probahilité d'écart alaloi

Probabilité d'écart alaloi

Ho He F Ho He F .
de Hardy-Weinberg de Hardy-Weinberg

Videmanette 2X 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.77 | 099 | 0.22 P>0.05
Moléson 2X 0.01 0.01 0.00 P>0.05 069 | 054 [ -0.28 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 2X 0.01 0.01 | -0.03 P>0.05 0.70 | 059 | -0.19 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.02 0.05 0.66 P>0.05 0.69 | 056 | -0.24 P>0.05
Zone de contact, mélange, 2X 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.75 | 051 | -0.46 P>0.05
Zone de contact, mélange, 4X 0.01 0.01 0.31 P>0.05 052 | 056 [ 0.08 P>0.05

Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.05 0.11 0.58 P<0.001 * 038 | 057 | 0.33 P<0.001 *
Zone de contact pure, (large) 4X 0.04 0.05 0.20 P>0.05 045 | 056 | 0.20 P>0.05
Dent-de-Lys 4x 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 047 | 054 | 013 P>0.05
Rochers de Naye 4X 0.02 0.02 0.35 P>0.05 051 | 054 | 005 P>0.05

TABLEAU XXXIX: Taux d'hétérozygosité observés et attendus, indices de fixation et probabilités d'écart a la loi de Hardy-Weinberg

pour les phosphatases acides.

Avec: Ho = Taux d"hétérozygosité observé (zygotique pour les diploides et gamétique pour les tétraploides), He = taux

d*hétérozygotes attendus, F = indice de fixation de Wright

(*) indiquent, pour les différences significatives a la loi de Hardy-Weinberg, que I*écart provient d*un exces d* homozygotes




ECHANTILLON

ADH

Probabilité d'écart al

Ho He F . ’
loi de Hardy-Weinberg
Videmanette 2X 015 | 025 | 0.38 P>0.05
Moléson 2X 004 | 004 | 0.01 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 2X | 0.06 | 0.09 | 0.31 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.03 | 0.20 | 0.84 P>0.05
Zone de contact, mélange, 2X 0.04 | 0.23 0.84 P>0.05
Zone de contact, mélange, 4X 0.00 [ 0.00 1.00 P<0.001 *
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.05 | 0.07 | 0.31 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 4X | 0.05 [ 0.15 0.68 P<0.001 *
Dent-de-Lys 4x 018 | 0.26 | 0.30 P<0.001 *
Rochers de Naye 4X 003 | 012 | 0.75 P<0.001 *

TABLEAU XL: Taux d'hétérozygosité observés et attendus, indices de

fixation et probabilité d"écart a la loi de Hardy-Weinberg pour les alcool

déshydrogénases.

Avec: Ho = Taux d"hétérozygosité observé (zygotique pour les diploides et

gamétique pour les tétraploides), He = taux d"hétérozygotes attendus, F =

indices de fixation de Wright.

(*) indiquent, pour les différences significatives a la loi de Hardy-Weinberg,
que I*écart provient d*un excés d*homozygotes



EM1 |

ECHANTILLON o | be | p |Probavilitédecat mj
loi de Hardy-Weinber

Videmanette 2X 056 | 0.40 | -0.38 P>0.05
Moléson 2X 0.73 | 0.46 | -0.58 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 2X | 0.71 | 0.46 | -0.55 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.79 | 0.48 | -0.66 P>0.05
Zone de contact, mélange, 2X 096 | 050 | -0.93 P>0.05
Zone de contact, mélange, 4X 054 | 047 | -0.13 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 4X|] 0.52 [ 0.48 | -0.06 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 4X | 045 | 0.44 | -0.03 P>0.05
Dent-de-Lys 4x 046 | 044 | -0.04 P>0.05
Rochers de Naye 4X 040 | 041 0.02 P>0.05

TABLEAU XLI: Taux d*hétérozygosité observés et attendus, indices de
fixation et probabilité d*écarts a la loi de Hardy-Weinberg pour I'enzyme

malique.

Avec: Ho = Taux d*hétérozygosité observé (zygotique pour les diploides et
gamétique pour les tétraploides), He = taux d"hétérozygotes attendus, F =
indices de fixation de Wright.



GOT1 GOT2
ECHANTILLON Ho | He | F [Probabilitédécatatalo] o | pe | p [Probabilitédécat alalo
de Hardy-Weinberg de Hardy-Weinberg
Videmanette 2X 0.26 0.53 0.51 P>0.05 0.15 | 0.18 0.19 P>0.05
Moléson 2X 0.28 0.37 0.25 P>0.05 0.36 | 0.38 0.06 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 2X 0.22 0.24 0.09 P<0.001 0.23 | 0.26 0.11 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.07 0.14 0.55 P>0.05 0.14 | 0.13 | -0.06 P>0.05
Zone de contact, mélange, 2X 0.09 0.24 0.61 P>0.05 0.23 | 0.28 0.19 P>0.05
Zone de contact, mélange, 4X 0.15 0.45 0.67 P<0.001 * 0.15 [ 0.37 0.59 P<0.001
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.17 0.44 0.61 0.01<P<0.05 019 | 0.25 0.25 P<0.001
Zone de contact pure, (large) 4X 0.18 0.31 0.41 P<0.001 * 0.22 | 0.35 0.36 P<0.001
Dent-de-Lys 4x 0.40 0.68 0.42 P<0.001 * 025 [ 0.36 0.31 P<0.001 *

Rochers de Naye 4X 0.24 0.44 0.45 P<0.001 * 0.35 | 051 0.31 P<0.001

TABLEAU XLII: Taux d"hétérozygositeé observeés et attendus, indices de fixation et probabilités d*écart a la loi de Hardy-Weinberg
pour les glutamate-oxaloacétate-transaminases.
Avec: Ho = Taux d"hétérozygosité observe (zygotique pour les diploides et gamétique pour les tétraploides), He = taux
d"hétérozygotes attendus, F = indice de fixation de Wright.
(*) indiquent, pour les différences significatives a la loi de Hardy-Weinberg, que I"écart provient d*un excés d* homozygotes.




ECHANTILLON

LAP1

LAP2

Probabilité d'écart alaloi

Probabilité d'écart alaloi

Ho | He F . Ho | He F -
de Hardy-Weinberg de Hardy-Weinberg
Videmanette 2X 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.02 | 0.02 | -0.04 P>0.05
Moléson 2X 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.03 | 0.03 | -0.04 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 2X 0.02 0.02 | -0.03 P>0.05 0.00 | 0.00 1.00 Monomorphe
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.05 | 0.05 | -0.03 P>0.05 0.16 | 0.15 | -0.09 P>0.05
Zone de contact, mélange, 2X 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.04 | 0.04 | -0.01 P>0.05
Zone de contact, mélange, 4X 0.01 0.01 0.30 P>0.05 0.00 | 0.00 1.00 Monomorphe
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.00 | 0.00 1.00 Monomorphe
Zone de contact pure, (large) 4X 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.00 | 0.00 1.00 Monomorphe
Dent-de-Lys 4x 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.04 | 0.05 0.17 P>0.05
Rochers de Naye 4X 0.05 0.10 0.49 P<0.001 * 0.00 | 0.00 1.00 Monomorphe

TABLEAU XLIII: Taux d*hétérozygosité observés et attendus, indices de fixation et probabilités d"écart a la loi de Hardy-Weinberg

pour les leucine-amino-peptidases.

Avec: Ho = Taux d"hétérozygosité observé (zygotique pour les diploides et gamétique pour les tétraploides), He = taux

d"hétérozygotes attendus, F = indice de fixation de Wright.

(*) indique, pour les différences significatives a la loi de Hardy-Weinberg, que I"écart provient d*un excés d*homozygotes.




PxC1 PxC2 PxC4

ECHANTILLON Ho | He | g [Probdecatl . 1 F C |Pob.décatf | .| g |Prob décat

alaloi H-W alaloi H-W alaloi H-W
Videmanette 2X 085 | 049 | -0.71 P>0.05 0.84 | 050 | -0.67 P>0.05 0.66 | 0.50 | -0.33 P>0.05
Moléson 2X 0.66 | 050 | -0.33 P>0.05 026 | 049 | 046 P>0.05 049 | 050 | 0.01 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 2X 0.77 | 050 [ -0.55 P>0.05 0.84 | 050 | -0.69 P>0.05 0.47 | 0.49 0.05 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 2X] 0.61 | 0.50 | -0.22 P>0.05 053 | 044 | -0.20 P>0.05 0.37 | 0.46 0.20 P>0.05
Zone de contact, mélange, 2X 0.36 | 0.49 0.26 P>0.05 0.82 | 0.50 | -0.65 P>0.05 0.69 | 050 | -0.38 P>0.05
Zone de contact, mélange, 4X 0.03 | 0.49 0.94 P>0.05 056 | 049 | -0.14 P>0.05 0.35 | 0.49 0.29 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.29 | 0.50 0.43 P>0.05 051 | 049 | -0.05 P>0.05 0.30 | 0.47 0.37 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 4X 0.46 | 0.49 0.06 P>0.05 058 | 0.49 | -0.18 P>0.05 0.19 | 0.50 0.62 P>0.05
Dent-de-Lys 4x 045 | 050 | 0.10 P>0.05 059 | 050 | -0.18 P>0.05 037 | 048 | 0.22 P>0.05
Rochers de Naye 4X 045 [ 050 | -0.05 P>0.05 057 | 050 | -0.14 P>0.05 044 | 050 | 0.12 P>0.05

TABLEAU XLIV: Taux d"hétérozygosité observés et attendus, indices de fixation et probabilités d*écart a la loi de Hardy-Weinberg
pour les peroxydases de la partie cathodique.
Avec: Ho = Taux d"hétérozygosité observé (zygotique pour les diploides et gamétique pour les tétraploides), He = taux

d*hétérozygotes attendus, F = indice de fixation de Wright.




PxA1l PxA2
ECHANTILLON s ns R . e s s R .
Ho He F |Probabilitedécart alaloil Ho He g |Probabilité d'écart alaloi
de Hardy-Weinberg de Hardy-Weinberg

Videmanette 2X 0.08 0.08 | -0.02 P>0.05 0.77 | 049 | -0.55 P>0.05
Moléson 2X 0.08 0.10 0.21 P>0.05 068 | 0.50 [ -0.35 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 2X 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.72 | 046 | -0.56 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.56 0.05 | -0.01 P>0.05 048 | 0.39 | -0.23 P>0.05
Zone de contact, mélange, 2X 0.00 0.00 1.00 Monomorphe 0.68 | 045 | -0.51 P>0.05
Zone de contact, mélange, 4X 0.03 0.04 0.27 P>0.05 047 | 045 [ -0.04 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.02 0.03 0.17 P>0.05 047 | 049 | -0.04 P>0.05
Zone de contact pure, (large) 4X 0.04 0.09 0.52 P<0.001 * 058 | 049 | -0.19 P>0.05
Dent-de-Lys 4x 0.07 0.18 0.61 P<0.001 * 051 | 048 | -0.06 P>0.05
Rochers de Naye 4X 0.05 0.15 0.65 P<0.001 * 0.36 | 0.46 0.21 P>0.05

TABLEAU XLV: Taux d"hétérozygosité observés et attendus, indices de fixation et probabilités d*écart a la loi de Hardy-Weinberg
pour les peroxydases de la partie anodique.
Avec: Ho = Taux d"hétérozygosité observé (zygotique pour les diploides et gamétique pour les tétraploides), He = taux
dhétérozygotes attendus, F = indice de fixation de Wright.
(*) indiquent, pour les différences significatives a la loi de Hardy-Weinberg, que I"écart provient d'un excés d* homozygotes.




SOD1

SOD2

ECHANTILLON Ho He = Probabilitéd'écartalaloi Ho He g |Probabilite d'ecart alaloi
de Hardy-Weinberg de Hardy-Weinberg
Videmanette 2X 0.05 | 0.05 | -0.03 P>0.05 0.05 | 0.05 [ -0.03 P>0.05
Moléson 2X 007 | 024 | 0.71 P<0.001 * 0.07 | 0.24 0.71 P<0.001 *
Zone de contact pure, (large) 2X 0.09 | 0.13 0.35 P>0.05 0.09 | 0.13 0.04 P>0.05
Zone de contact pure, (restreinte) 2X| 0.03 | 0.11 0.74 P>0.05 0.03 | 011 0.74 P>0.05
Zone de contact, mélange, 2X 0.00 | 0.00 0.00 Monomophe 0.00 | 0.00 0.00 Monomophe
Zone de contact, mélange, 4X 003 | 014 | 0.82 P<0.001 * 0.03 | 0.16 0.80 P<0.001 *
Zone de contact pure, (restreinte) 4X| 0.01 | 0.21 0.93 P<0.001 * 0.10 | 0.21 0.52 P<0.001 *
Zone de contact pure, (large) 4X 0.08 | 0.16 0.52 P>0.05 0.08 | 0.16 0.52 P>0.05
Dent-de-Lys 4x 003 | 006 | 0.54 P<0.001 * 0.03 | 0.06 0.51 P<0.001 *
Rochers de Naye 4X 0.03 | 008 [ 0.61 P<0.001 * 0.03 | 0.08 0.61 P<0.001 *

TABLEAU XLVI: Taux d*hétérozygosité observés et attendus, indices de fixation et probabilités d*écart a la loi de Hardy-Weinberg

pour les tétrazolium oxydases.

Avec: Ho = Taux d"hétérozygosité observé (zygotique pour les diploides et gamétique pour les tétraploides), He = taux

d"hétérozygotes attendus, F = indice de fixation de Wright.

(*) indiquent, pour les différences significatives a la loi de Hardy-Weinberg, que I"écart provient d*un excés d* homozygotes.




ECHANTILLON Ho He E t
Videmanette 2X 031 ]| 066 | 053 | 031
Moléson 2X 028 | 068 | 059 | 0.26
Zone de contact pure, (large) 2X 042 | 067 | 0.30 0.54
Zone de contact pure, (restreinte) 2X] 0.25 | 0.67 [ 0.63 0.23
Zone de contact, mélange, 2X 029 | 068 | 057 0.27
Zone de contact, mélange, 4X 017 | 068 | 075 | 0.14
Zone de contact pure, (restreinte) 4X] 0.15 | 0.68 [ 0.78 0.12
Zone de contact pure, (large) 4X 025 | 068 | 0.63 | 0.23
Dent-de-Lys 4x 019 | 068 | 072 [ 0.16
Rochers de Naye 4X 019 | 069 | 072 | 0.16

TABLEAU XLVII: Taux d'hétérozygosité moyens observés et

attendus, indices de fixation moyens, taux d'allogamie.
Avec Ho = Taux d"hétérozygosité moyen (zygotique pour les
les diploides, gamétique pour les tétraploides), He = Taux d*

hétérozygotes attendus moyen, F= indice de fixation de Wright,

t = taux d'allogamie.




ZONE DE CONTACT POPULATIONS PURES |3
ZONE DE MELANGE ZONES PURES MOLESON|DENT-DE-LY SJVIDEMANETTE ROCHERS [ &' |3
RESTREINTES LARGES DENAYE
2X 4X 2X 4X 2X 4X 2X 4X 2X 4X Taxon
0.29 0.17 0.25 0.15 0.42 0.25 0.28 0.19 0.31 0.19 Hétérozygosité
* - - 0.29] 2X ZONE DE
- - 0.171 4X MELANGE
" " - - 5251 2x ZONE DE
- - - T | RESTREINTE ZONES CONTACT
* - - 042|2X| | ArgE PURES
- - 0.25] 4x
T~ * 0.28 2x MOLESON
1 - 0.19] 4x DENT-DE-LYS POPULATIONS
— x 0.31] 2x VIDEMANETTE PURES
0.19] 4x ROCHERS DE NAYE

TABLEAU XLVIII: Comparaisons des hétérozygosités moyennes par échantillon.
(*) indiquent les différences significatives pour le test de Mann-Whitney. (-) désignent les comparaisons non significatives pour
ce méme test, P<0.00625 (correspond au seuil de 5%, apres corrections de Bonferroni).



ZONE DE CONTACT POPULATION PURES| g0 [ &
ZONE DE MELANGE| ZONESPURES |MoLEsON|D-DE-LYS| 85 | 8
2X aX 2X 4X 2X ax Taxon
19.73 18.92 1785 | 19.63 17.00 21.20 Effort reproductif
\ - - 19731 2X 1, bEMELANGE
; 18.92| 4x ZONE DE
CONTACT
- _ 17851 2X | 7oNE PURE
T~ - 1963 ax
~l_ 17.00) 2X POPULATIONS PURES
T~ 21.20] 4x

TABLEAU XLIX: Comparaison de I'effort reproductif moyen par échantillon.
Effort reproductif = Nombre d*épillets/nobre d*épi
(*) indiquent les comparaisons significatives pour le test de Mann-Whitney, (-) désignent les comparaison non
significatives selon le méme test, P<0.0071 (correspond au seuil de 5%, aprés corrections de Bonferroni).



ZONE DE CONTACT POPULATION PURES| g 3
7ONEDE MELANGE| zonEsPUREs |MoLeEsoMD-DE-LYS|S%| S
2X ax 2X ax 2X ax Taxon
0.14 0.17 0.06 0.1 0.21 0.1 Taux de caryopses bien formés
_ *
\ 0141 2X I, bEMELANGE
- 0.171 4x ZONE DE
CONTACT
_ *
0.06] 2X I 70NEPURE
T~ : 01| ax
21| 2x
~l_ 0.21 POPULATIONS PURES
T~ 01| ax

TABLEAU L: Comparaison des taux moyens de caryopses bien formés par échantillon.,

Taux de caryopses bien formés = Nombre de caryopses bien formés/nombre total de caryopses
(*) indiguent les comparaisons significatives pour le test de Mann-Whitney, (-) désignent les comparaison non
significatives selon le méme test, P<0.0071 (correspond au seuil de 5%, apreés corrections de Bonferroni).




ZONE DE CONTACT POPULATION PURES| 7 |
ZONE DE MELANGH ZONESPURES |MOLESON|D-DE-LYS| = | 8
2X 4% 2X 4% 2X 4% Taxon
0.13 0.17 0.06 0.10 0.21 0.12 Fertilite
\ h _ 0131 2X 15 bDEMELANGE
] 0.17 | 4x ZONE DE
CONTACT
- * 006 { 2X I 70ONE PURE
T~ - | o010] ax
21 | 2x
\~ * 0.21 POPULATIONS PURES
0.12 | 4x

TABLEAU LI: Comparaison de la fertilité moyenne par échantillon.

Fertilité = Nombre de caryopses bien formés/ nombre d*épillets
(*) indiquent les comparaisons significatives pour le test de Mann-Whitney, (-) désignent les comparaison non
significatives selon le méme test, P<0.0071 (correspond au seuil de 5%, apreés corrections de Bonferroni).




ENZYMES| LOCI | ZONES EFFORT REPRODUCTIF  |TAUX DE CARYOPSES BIEN FORMES FERTILITE

Droite R-square | Probabilité Droite R-square | Probabilité Droite R-square | Probabilité

SOD H y=6.22x+18.60 | 0.0166 0.0534 y=-0.07x+0.13 0.0031 0.4095 y=-0.07x+0.13 | 0.0032 0.3989

P y=1.81x+19.03 | 0.0032 0.4669 y=0.06x+0.16 0.0083 0.2424 y=0.06x+0.16 | 0.0097 0.2078

GOT H Jy=-0.088x+18.90| <0.0001 0.9450 y=-0.08x+0.16 0.0323 0.0810 y=-0.08x+0.15 | 0.0343 0.0064

P y=-2.57x+20.48 | 0.0146 0.1217 y=0.09x+0.12 0.0384 0.0116 y=0.09x+0.12 | 0.0409 0.0092

GOT1 H y=3.19x+18.49 | 0.0126 0.0924 y=0.016x+0.13 0.0005 0.7389 y=0.12x+0.02 | 0.0008 0.6733

P y=2.03x+18.64 | 0.0128 0.1425 | y=-0.006x+0.17 | 0.0030 0.8228 y=-0.005x+0.16 | 0.0002 0.8632

GOT2 H y=0.10x+18.71 | 0.0001 0.9132 y=-0.08x+0.16 0.0565 0.0003 y=-0.09x+0.17 | 0.0643 0.0042

P y=-2.67x+20.75| 0.0318 0.0203 y=0.07+0.13 0.0496 0.0360 y=0.07x+0.12 | 0.0523 0.0031

ADH H y=-3.89x+18.54 | 0.0069 0.2132 y=-0.10x+0.13 0.0082 0.1763 y=-0.1x+0.13 | 0.0081 0.1866

P y=3.13x+18.92 | 0.0118 0.1596 | y=-0.059x+0.17 | 0.0100 0.1954 y=-0.05x+0.17 | 0.0009 0.2262

LAP H y=-3.77x+18.52 | 0.0043 0.3436 y=-0.18x+0.13 0.0129 0.0993 y=-0.17x+0.13 | 0.0131 0.0960

P y=7.73x+19.29 | 0.0057 0.3501 y=-0.14x+0.17 0.0047 0.3960 y=-0.14x+0.16 | 0.0048 0.3881

LAP1 H y=-3.58x+18.81 | 0.0047 0.3052 y=-0.05x+0.13 0.0017 0.5342 y=-0.06x+0.12 | 0.0020 0.5122

LAP2 H y=-1.38x+1.88 | 0.0012 0.6056 y=-0.10x+0.13 0.0114 0.1106 y=-0.10+0.13 | 0.0116 0.1184

P y=4.08x+19.14 | 0.0061 0.3127 y=-0.07x+0.17 0.0046 0.3797 y=-0.07x+0.16 | 0.0049 0.3851

H y=-0.94x+18.93 | 0.0004 0.7728 y=-0.08x+0.14 0.0046 0.3119 y=-0.08x+0.13 | 0.0030 0.4143

P y=-2.59x+19.72 | 0.0020 0.4839 y=0.17x-0.002 | <0.0001 0.9776 y=0.01x+0.16 | <0.0001 0.9354

AcPH |AcPH1| H y=1.13x+18.74 | 0.0002 0.8156 y=1.13x+18.74 0.0002 0.8156 y=-0.04x+0.12 | 0.0005 0.7299

P y=-2.56x+19.26 | 0.0007 0.7389 | y=-2.56x+19.26 | 0.0007 0.7389 y=-0.16x+0.16 | 0.0087 0.2268

AcPH3| H y=-0.41x+18.98 | 0.0006 0.7127 y=-0.03x+0.14 0.0041 0.3376 y=-0.02x+0.14 | 0.0029 0.4249

P y=-0.83x+19.70 | 0.0026 0.5087 y=0.005x+0.16 0.0003 0.8313 y=0.01x+0.16 | 0.0008 0.7209

PxC H y=-0.41x+18.98 | 0.0006 0.7127 y=-0.03x+0.14 0.0041 0.3376 y=0.001x+0.12 | <0.0001 0.9542

P y=-0.83x+19.7 | 0.0026 0.5087 y=0.055x+0.16 0.0003 0.8313 y=0.02x+0.15 | 0.0039 0.4263




ENZYMES| LOCI | ZONES EFFORT REPRODUCTIF  |TAUX DE CARYOPSES BIEN FORMES FERTILITE
Droite R-square | Probabilité Droite R-square | Probabilité Droite R-square | Probabilité

PxC1 H y=-0.47x+18.94 | 0.0009 0.6552 y=-0.03x+0.14 0.0074 0.2000 y=-0.04x+0.14 | 0.0095 0.1504

P y=-3.64x+21.08 | 0.0514 0.0030 y=0.02x+0.16 <0.0001 0.4792 y=0.02x+0.15 | 0.0290 0.4904

PxC PxC2 H y=1.35x+18.00 | 0.0058 0.2555 y=-0.02x+0.13 | <0.0001 0.9484 y=-0.004x+0.16 | 0.0001 0.8833
P y=0.73x+18.82 | 0.0016 0.6000 | y=-0.002x+0.17 | <0.0001 0.9434 y=-0.005x+0.17 | 0.0002 0.8547

PxC4 H y=0.96x+18.43 | 0.0035 0.3745 y=0.04x+0.11 0.0008 0.1681 y=0.03x+0.11 | 0.0076 0.1999

P y-1.95x+19.196 | 0.0145 0.1193 y=0.004x+0.16 0.0001 0.8900 y=-0.004x+0.16 | 0.0001 0.8856

PxA H y=-7.93x+21.03 | 0.0058 0.2553 y=-0.67x+0.14 0.0038 0.3582 y=-0.06x+0.13 | 0.0031 0.4076
P y=-7.93x+21.03 | 0.0391 0.0100 y=0.04+0.16 0.1123 0.5332 y=0.04x+0.15 | 0.0022 0.5423

PxA1 H y=0.46x+18.74 | 0.0001 0.8702 y=-0.09x+0.13 0.0081 0.1791 y=-0.09x+0.13 | 0.0081 0.1787

P y=-1.16x+19.32 | 0.0015 0.6212 y=0.01x+0.16 0.0002 0.8571 y=0.01x+0.16 | 0.0004 0.7968

PxA2 H y=-1.51x+19.48 | 0.0078 0.1861 y=-0.007+0.13 0.0003 0.8044 y=-0.004x+0.13 | 0.0001 0.8929

P y=-3.78x+21.36 | 0.0496 0.0036 y=0.02x+0.16 0.0026 0.5094 y=0.02x+0.15 | 0.0020 0.5600

EM H y=-0.45x+19.03 | <0.0001 0.7103 y=0.02x+0.12 0.0015 0.5698 y=0.02x+0.12 | 0.0012 0.6123
P y=-2.87x+20.95 | 0.0277 0.0305 y=0.04x+0.14 0.0380 0.1635 y=0.04x+0.14 | 0.0130 0.1398

TABLEAU LII: Coefficients de régressions obtenus i la suite de régressions réalisées entre divers caracteres et le taux

d’hétérozygosité, pour la zone de contact et l'ensemble des populations pures.

H = Zone d’hybridation
P= Populations pures

EFFORT REPRODUCTIF = Nombre d’épillets/nombre d’épis
TAUX DE CARYOPSES BIEN FORMES = Nombre de caryopses bien formés/nombre total de caryopses
FERTILITE = Nombre de caryopses bien formés/nombre d’épillets

Seuil de signification = 0.025%, avec correction de Bonferroni




EFFORT REPRODUCTIF

Hétérozygosité

Droite

TOTALITE

y=-1.75x+19.75

DIPLOIDES y=-1.47x+18.98
TETRAPLOIDES y=-0.80x+20.17|  0.0017 0.5344
y=-0.47x+18.94|  0.0009 0.6552
y=0.93x+18.52 |  0.0032 0.5400
ZONE DE

ZONE DE MELANGE DIPLOIDE | y=0.40x+19.22 | 0.0011 0.8753
CONTACT TETRAPLOIDH y=1.20x+18.29| 0.0045 0.5127
DIPLOIDE y=0.60x+18.01 |  0.0022 0.6770
PURE y=1.17x+17.20 |  0.0079 0.5037
TETRAPLOID y=-152x+19.52|  0.0063 0.3487
PURE y=-7.16x+21.60|  0.1030 0.0316

y=-3.64x+21.08| 0.0514
PURES MOLESON (2X) y=-3.50x+19.09|  0.0697 0.0188

DENT-DE-LYS (4X) y=-0.72x+21.54|  0.0013 0.7300 |

TABLEAU LIII: Coefficients obtenus a la suite de régressions réalisées entre le taux d'hétérozygosité et I'effort reproductif

du locus PxAL.
Effort reproductif = Nombre d*épillets/épi



EFFORT REPRODUCTIF

Hétérozygosité
Droite R-square| Probabilité
TOTALITE y=-3.45x+20.22| 0.0208 0.0041
DIPLOIDES y=-2.25x+18.98| 0.0290 0.0304
TETRAPLOIDES y=1.60x+20.61 | 0.0049 0.2902
y=-151x+19.48| 0.0078 0.1861
y=-055x+19.12| 0.0009 0.7399
ZONE DE ,\ﬁ gll_\l ENDGEE DIPLOIDE | y=-2.22x+18.95| 00295 | 0.1933
CONTACT TETRAPLOIDE] y=-2.74x+2257| 0.0152 0.2469
DIPLOIDE y=-152x+19.13| 0.0136 0.2932
PURE y=-2.22x+19.95| 0.0295 0.1933
TETRAPLOID y=-1.26x+19.58| 0.0001 0.5160
PURE y=-2.00x+20.57| 0.0066 0.5959
POPULATION y=-378x+21.36 | 0.0496 -
PURES MOLESON (2X) y=-2.81x+18.78| 0.0430 0.0660
DENT-DE-LYS (4X) y=-2.74x+2257| 0.0152 0.2469 |

TABLEAU LIV: Coefficients obtenus a la suite de régressions réalisées entre le taux d"hétérozygosite et I'effort reproductif

du locus PxC2.

Effort reproductif = Nombre d*épillets/épi



EFFORT REPRODUCTIF

Hétérozygosité
Droite R-squarg Probabilité
TOTALITE y=-0.96x+19.44| 0.0045 0.1821
DIPLOIDES y=109x+16.63 | 0.0016 0.6100
TETRAPLOIDES y=352x+19.22 | 0.0258 -
y=0.10x+18.71| 0.0001 0.9132
ZONE DE y=1.64x+18.38 | 0.0125 0.2250
CONTACT ZONE DE
MELANGE DIPLOIDE | y=4.23x+1550 | 0.0330 0.3955
TETRAPLOIDE] y=2.32x+18.40 | 0.0108 0.3117
DIPLOIDE y=0.98x+17.40 |  0.0013 0.7467
PURE y=-0.82x+18.67| 0.0008 0.8346
TETRAPLOID y=2.73x+18.60 | 0.0137 0.1655
PURE y=3.16x+19.05| 0.0160 0.4076
PURES MOLESON (2X) y=1.17x+15.87 |  0.0019 0.7004
DENT-DE-LYS (4X) y=3.42x+2042 | 0.0291 0.1081 |

TABLEAU LV: Coefficients obtenus a la suite de régressions réalisées entre le taux d*hétérozygosité et I"effort reproductif

du locus GOT2.
Effort reproductif = Nombre d*épillets /épi



TAUX DE CARYOPSES BIEN FORM ESl

Hétérozygosité
Droite R-sguare | Probabilité
TOTALITE y=-0.01x+0.15 0.0018 0.4039
DIPLOIDES =-0.5x+0.20 0.0067 0.2991
TETRAPLOIDES y=-0.07x+0.15 0.0188
y=0.08x+0.16 0.0565
y=-0.08x+0.19 0.0308 0.0541
ZONE DE
MELANGE DIPLOIDE y=-0.13x+0.26 0.0473 0.3072
ZONE DE
CONTACT TETRAPLOIDH y=-0.13x+0.19 0.0320 0.0766
DIPLOIDE y=-0.05x+0.13 0.0078 0.4258
PURE y=0.023x+0.04 0.0029 0.6834
TETRAPLOIDE y=-0.09x+0.17 0.0197 0.0954
PURE y=0.02x+0.10 0.0019 0.7756
y=0.07x+0.13 0.4960 0.0360
POPULATION
PURES MOLESON (2X) y=-0.06x+0.27 0.0077 0.4409
DENT-DE-LY S (4X) y=-0.03x+0.13 0.0108 0.3293

TABLEAU LVI: Coefficients obtenus a la suite de régressions réalisées entre le taux d"hétérozygosité et le taux de caryopses

bien formés du locus GOT2.
Taux de caryopses bien formés = Nombre de cayopses bien formés/nombre total de caryopses.



FERTILITE

Hétérozygosité
Droite R-square | Probabilité
TOTALITE y=0.02x+0.15 0.0025 0.3219
DIPLOIDES y=-0.06x+0.20 0.0086 0.2403
TETRAPLOIDES y=-0.07x+0.15 0.0200 0.0315
y=-0.09x+0.17 0.0643

ZONE DE y=-0.08x+0.19 0.0310 0.0533
ZONE DE MELANGE DIPLOIDE y=-0.13x+0.26 0.0497 0.2950
CONTACT TETRAPLOIDH y=-0.13x+0.19 0.0331 0.0744
DIPLOIDE y=0.98x+17.40 0.0013 0.7467
PURE y=0.02x+0.04 0.0024 0.7153
TETRAPLOIDE y=2.73x+18.60 0.0137 0.1655
PURE y=0.011x+0.10 0.0011 0.8324

POPULATIONS y=0.07x+0.12 0.0523 -
PURES MOLESON (2X) y=-0.06x+0.27 0.0099 0.3824

DENT-DE-LY'S (4X) y=-0.03x+0.12 0.0120 0.3031 |

TABLEAU LVII: Coefficients obtenus a la suite de régressions réalisées entre le taux d*hétérozygosité et la fertilité du locus

GOT2.

Fertilité = Nombre de caryopses bien formés/nombre d*épillets.



ENZYMES| LOCI | ZONES EFFORT REPRODUCTIF | TAUX DE CARYOPSES BIEN FORMES FERTILITE

Droite R-square | Probabilité Droite R-square | Probabilité Droite R-square | Probabilité

SOD H y=4.01x+14.58 | 0.0177 0.0462 y=-0.04x+0.17 0.0024 0.4605 y=-0.04x+0.16 | 0.0270 0.4100

P y=2.80x+16.14 | 0.0113 0.1733 y=0.03x+0.14 0.0023 0.5407 y=0.03x+0.12 | 0.0029 0.4919

H y=0.30x+18.51 | 0.0003 0.8075 y=0.02x+0.10 0.0023 0.4855 y=-0.02x+0.10 | 0.0027 0.4466

P y=1.99x+16.40 | 0.0133 0.1408 y=-0.01x+0.18 0.0001 0.7287 y=-0.01x+0.17 | 0.0004 0.8078

GOT GOT1 H y=1.09x+17.58 | 0.0145 0.0800 y=0.005x+0.12 0.0004 0.7637 y=0.004x+0.12 | 0.0003 0.7936

P y=1.92x+16.84 | 0.0358 0.0180 y=-0.018x+0.19 0.0076 0.2785 y=-0.02x+0.18 | 0.0077 0.2746

GOT2 H y=0.93x+17.35 | 0.0058 0.2694 y=-0.01x+0.14 0.0011 0.6312 y=-0.01x+0.14 | 0.0011 0.6302

P y=1.29x+17.66 | 0.0099 0.2165 y=0.01x+0.17 0.0004 0.7928 y=-0.004x+0.16 | 0.0002 0.8523

ADH H y=-0.76x+19.6 | 0.0010 0.6425 y=-0.04x+0.17 0.0048 0.3190 y=-0.04x+0.16 | 0.0460 0.3230

P y=2.09x+16.89 | 0.0202 0.0689 y=-0.03x+0.19 0.0070 0.2856 y=-0.02x+0.19 | 0.0065 0.3043

H [y=-4.387x+22.92| 0.0061 0.2578 y=-0.15x+0.28 0.0105 0.1365 y=-0.15x+0.28 | 0.0107 0.1337

P y=5.85x+13.41 | 0.0079 0.2697 y=-0.08x+0.25 0.0037 0.4525 y=-0.08+0.24 | 0.0029 0.4409

LAP LAP1 H y=-3.76x+22.26 | 0.0074 0.2126 y=-0.03x+0.16 0.0008 0.6898 y=-3.76x+22.26 | 0.0074 0.0213

LAP2 H y=-1.05x+19.52 | 0.0009 0.6718 y=-0.10x+0.33 0.0118 0.1151 y=-0.10x+0.23 | 0.0116 0.1184

P y=1.74x+17.60 | 0.0037 0.4518 y=-0.03x+0.19 0.0024 0.0541 y=-0.03x+0.19 | 0.0027 0.5174

H y=1.81x+16.6 | 0.0016 0.5574 y=0.03x+0.088 0.0008 0.6773 y=0.04x+0.07 | 0.0016 0.5541

P y=0.78x+18.37 | 0.0002 0.8432 y=-0.15x+0.35 0.0226 0.0545 y=-0.14x+0.33 | 0.2000 0.0706

AcPH |AcPH1| H y=0.95x+17.92 | 0.0070 0.6994 y=-0.02x+0.15 0.0006 0.7289 y=-0.01x+0.14 | 0.0003 0.8026

P y=1.97x+17.31 | 0.0026 0.5170 y=0.03x+0.13 0.0016 0.6149 y=0.03x+0.13 | 0.0014 0.6336

AcPH3| H y=0.72x+17.61 | 0.0039 0.3615 y=0.003+0.12 0.0001 0.8773 y=0.01x+0.11 | 0.0006 0.7415

P y=0.65x+18.14 | 0.0033 0.4665 y=-0.02x+0.2 0.0076 0.2665 y=-0.02x+0.19 | 0.0067 0.2957

PxC H y=0.15x+18.60 | 0.0001 0.9108 y=0.03x+0.08 0.0036 0.3773 y=0.026+0.08 | 0.0028 0.4347

P y=-0.31x+19.79 | 0.0002 0.8586 y=-0.06+0.26 0.0144 0.1242 y=-0.05x+0.25 | 0.0148 0.1187




ENZYMES| LOCI | ZONES EFFORT REPRODUCTIF | TAUX DE CARYOPSES BIEN FORMES FERTILITE
Droite R-square | Probabilité Droite R-square | Probabilité Droite R-square | Probabilité

PxC1 H y=-0.05x+19.56 | 0.0018 0.6326 y=-0.02x+0.15 0.0061 0.2427 y=-0.02x+0.16 | 0.0077 0.1944

P y=1.23x+21.22 | 0.0114 0.1707 y=-0.01x+0.17 0.0016 0.6102 y=-0.01x+0.19 | 0.0041 0.4152

PxC PxC2 H y=1.16x+16.78 | 0.0092 0.1518 y=0.01x+0.10 0.0024 0.4625 y=0.02x+0.09 | 0.0033 0.3954
P y=1.72x+16.26 | 0.0162 0.0987 y=-0.02x+0.21 0.0079 0.2506 y=-0.04x+0.23 | 0.0180 0.0848

PxC4 H y=1.21x+17.14 | 0.0161 0.0571 y=0.02x+0.10 0.0085 0.1683 y=0.024x+0.09 | 0.0950 0.1496

P y=-0.29x+19.62 | 0.0009 0.6979 | y=-0.003x+0.169 0.0003 0.8209 y=-0.01+0.17 | 0.0023 0.5424

H y=-2.64x+22.05| 0.0062 0.2406 y=0.03x+0.09 0.0013 0.5977 y=0.03x+0.08 | 0.0017 0.5399

P y=-3.53x+23.79 | 0.0113 0.1690 y=-0.04x+0.22 0.0042 0.4033 y=-0.04x+0.32 | 0.0046 0.3793

PxA PxA1l H y=0.07x+18.80 | <0.0000 0.9277 y=-0.02+0.14 0.0034 0.3930 y=-0.02x+0.14 | 0.0036 0.3789
P y=-0.37x+19.60 | 0.0008 0.7165 y=0.01x+0.16 0.0020 0.5650 y=0.12x+0.15 | 0.0024 0.5331

PxA2 H y=-0.92x+20.35 | 0.0066 0.2309 y=0.03x+0.08 0.0103 0.1350 y=0.03x+0.08 | 0.0112 0.1178

P y=-1.90x+22.50 | 0.0216 0.0625 y=-0.02x+0.20 0.0063 0.3080 y=-0.02x+0.20 | 0.0076 0.2630

EM H y=0.48x+18.01 | 0.0006 0.5608 y=0.05x+0.04 0.0260 0.0163 y=0.05x+0.04 | 0.0262 0.0165
P y=-0.49x+20.13 | 0.0010 0.6866 y=0.04x+0.16 0.0001 0.8540 y=0.005x+0.15 | 0.0002 0.8467

TABLEAU LVIII: Coefficients de régressions obtenus a la suite de régressions réalisées entre divers caracteres et le taux de

TAUX DE CARYOPSES BIEN FORMES = Nombre de caryopses bien formés/nombre total de caryopses

diversité allélique, pour la zone de contact et I'ensemble des populations pures.

H = Zone d’hybridation
P= Populations pures

EFFORT REPRODUCTIF = Nombre d’épillets/nombre d’épis

FERTILITE = Nombre de caryopses bien formés/nombre d’épillets
Seuil de signification = 0.025% avec correction de Bonferroni




EFFORT REPRODUCTIF
Droite R-square| Probabilit

Diversité allélique

TOTALITE y=1.47x+17.54 | 0.0249
DIPLOIDES y=0.27x+17.44|  0.0007 0.7486
TETRAPLOIDES y=1.65x+18.12 | 0.0356

y=0.05x+0.04 | 0.0260

y=1.16x+18.68 | 0.0175 0.1512

ZONE DE
MELANGE DIPLOIDE | y=248x+18.14| 0049 | 0.2953
ZONE DE TETRAPLOIDE] y=1.04x+1796 | 00152 | 02341

CONTACT
PURE y=1.74x+16.67 | 0.0192 0.3036
TETRAPLOIDE y=1.04x+17.96 | 0.0152 0.2341
PURE y=-0.02x+20.01| <0.0001 | 0.9894
y=0.005x+0.15 |  0.0002 0.8467
POPULATION

PURES MOLESON (2X) y=-0.13x+17.10|  0.0002 0.9107
DENT-DE-LYS (4X) y=1.96x+18.33 | 0.0337 0.0889

TABLEAU LIX: Coefficients obtenus a la suite de régressions realisées entre la diversité allélique et I"effort reproductif du
locus GOTL1.
Effort reproductif = Nombre d*épillets/ épi.



Diversité allélique

TAUX DE CARYOPSES BIEN FORMES

Droite R-square| Probabilité
TOTALITE y=0.16x+18.75 0.0001 0.8189
DIPLOIDES y=-0.55x+18.61 0.0019 0.5836
TETRAPLOIDES y=0.60x+18.93 0.0019 05171
y=0.05x+0.04 0.0260 F
o y=0.78x+17.48 0.0038 0.5048
ZONE DE
MELANGE |_DP!PLOIDE y=210x+1527 |  0.0223 0.4857
ZONE DE
TETRAPLOIDE =
CONTACT y=0.44x+17.97 0.0013 0.7278
DIPLOIDE y=0.51x+17.5 0.0022 0.6793
PURE y=-0.07x+18.04 | <0.0001 0.9584
TETRAPLOIDE y=0.35x+18.52 0.0007 0.7610
PURE y=0.07x+19.85 | <0.0001 0.9758
y=0.04x+0.16 0.0001 0.8540
POPULATION
PURES MOLESON (2X) y=-2.43x+21.23 0.0256 0.1586
DENT-DE-LY S (4X) y=1.35x+19.02 0.0089 0.3857

TABLEAU LX: Coefficients obtenus a la suite de régressions réalisées entre la diversité allélique et le taux de caryopses bien

formés du locus EM1.

Taux de caryopses bien formés = Nombre de caryopses bien formés/nombre total de caryopses.



Diversité allélique

FERTILITE

Droite R-sguare| Probabilité

TOTALITE y=0.03x+0.08 | 0.0123 0.0294

DIPLOIDES y=0.01x+0.12 | 0.0017 0.6020
TETRAPLOIDES y=0.05x+0.04 | 0.0293
y=0.05x+0.04 | 0.0260

ZONE DE y=0.06x+0.06 | 0.0249 0.0866

JONE DE MELANGE DIPLOIDE | y=0.06x+0.02 | 0.0308 04121

CONTACT TETRAPLOIDE] y=006x+0.06 | 0.0263 0.1164

DIPLOIDE y=0.02x+0.04 | 0.0146 0.2826

PURE y=0.001x+0.05 | <0.0001 | 0.9639

TETRAPLOIDE y=-0.04x+0.28 | 0.0108 0.3626

PURE y=0.06+0.00 | 0.0687 0.0896

POPULATION y=0.005x+0.15|  0.0002 0.8467

PURES MOLESON (2X) y=0.06x+0.04 | 0.0292 0.0452

DENT-DE-LY S (4X) y=0.04x+0.05 | 0.0313 0.1014

TABLEAU LXI: Coefficients obtenus a la suite de régressions réalisées entre la diversité allélique et la fertilité du

locus EM1.

Fertilité = Nombre de cayopses bien formés/ nombre d*épillets



TAXON |[DENSITE MOYENNE
ZONE DE CONTACT 2X et 4X 12.52
ZONE DE MELANGH 2X et 4X 9.56
ZONE PURE 2X 5.50
ZONE PURE 4X 22.50
POPULATIONS PURES MOLESON 2X 3.50
VIDEMANETTE 2X 6.06
DENT-DE-LYS 4X 3.71
ROCHERS DE NAYE 4X 6.63

TABLEAU LXII: Densité moyenne des plantes par individus et par zone
cartographiée.
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FIGURE la: Localisations des diverses populations étudiées. Chaque site
était situé a une altitude d'environ 2000m, avec une orientation sud-est.

m I ndique I'emplacement de la zone de contact du vanil noir
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Figure 1b: Emplacement des échantillons prélevés dans la zone
de contact
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FIGURE 2a: Tubes polliniques non inhibés, colorés au bleu d’aniline et fixés
deux heures apres une pollinisation allogame réalisée "in vitro”.

FIGURE 2b: Tubes polliniques inhibés, colorés au bleu d’aniline et fixé
deux heures apres une pollinisation autogame réalisée “in vitro”.
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FIGURE 5: Epillets de la zone pure diploide de la

zone de contact.

FIGURE 3: Epillets diploides de la zone de mélange.
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FIGURE 8: Epillets de la population tétraploide

relevé le nombre total de microgamétophytes.
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FIGURE 7: Epillets de la population diploide du

Moléson.
FIGURES 3 a 8: Représentations graphiques du pourcentage de stigmates sur lesquels fut
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FIGURE 23-33: Régressions linéaires effectuées entre le nombre de tubes
polliniques inhibés et le nombre total de tubes observés.
Expérience réalisée sur des stigmates pollinisés “in vitro”.
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FIGURE 34: Représentation des fréquences de tubes polliniques ininhibés, selon le

mode de reproduction, pour chaque zone.
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FIGURE 46: Régression entre les valeurs de F calculées pour le locus
GOT1 et le logarithme de la densité des plantes par population.

2x, M= plantes diploides de la zone de mélange.
4x, M= plantes tétraploides de la zone de mélange.

2x, P=zone diploide pure de la zone de contact.
4x, P=zone tétraploide pure de la zone de contact.

2x, O=population diploide du Moléson.
2x, V= population diploide de la Videmanette.
4x, D = population tétraploide de la Dent-de-Lys.
4x, R= population tétraploide des Rochers de Naye.
(R-square= 0.54, p<0.0378).
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FIGURE 47: Dendrogramme effectué sur la base des distances FIGURE 48: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus AcPHL1. génétiques déterminées a partir du locus AcPH3.
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FIGURE 49: Dendrogramme effectué sur la base des distances FIGURE 50: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus ADHL1. génétiques déterminées a partir du locus EM.1.
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FIGURE 51: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus GOTL.
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FIGURE 53: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus LAP1.

0.00 0.1 0.2

Distance génétique

Videmanette 2X —
Zone de contact 2X pure (restreinte) —
Moléson 2X

Zone de contact 2X pure (large) :I_

Zone de contact 4X pure (restreinte)
Zone de contact, mélange 2X i
Zone de contact, mélange 4X ————
Zone de contact 4X pure (large)
Dent-de-Lys 4X =

Rochers de Naye 4X

FIGURE 52: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus GOT2.

0.00 0.05 0.1

Videmanette 2X
Moléson 2X ]:l_
Zone de contact, mélange 2X

Dent-de-Lys 4X

Zone de contact 2X pure (large)
Zone de contact, mélange 4X

Zone de contact 4X pure (restreinte)

Zone de contact 4X pure (large)
Rochers de Naye 4X

Zone de contact 2X pure (restreinte)

Distance génétique

FIGURE 54: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus LAP2.
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FIGURE 55: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus PxC1.
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FIGURE 56: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus PxC2.
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FIGURE 57: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus PxC4.
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FIGURE 58: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus PxAL.
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FIGURE 59: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques déterminées a partir du locus PxAZ2.
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FIGURE 60: Dendrogramme effectué sur la base des distances
génétiques cdéterminées a partir du locus SOD2.
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FIGURE 61: Dendrogramme effectué sur la base des distances génétiques calculées a partir de la totalité des alléles.
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FIGURE 62: Autocorrélograme concernant le locus PxC2 des diploides FIGURE 63: Autocorrélograme concernant le locus PxC4 des diploides
de la zone de mélange. de la zone de mélange.
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FIGURE 64: Autocorrélograme concernant le locus EM.1 des diploides

de la zone de mélange.

m Valeurs significatives o Valeurs non significatives
(Seuil de signification avec correction de Bonferroni = 0.00333).
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FIGURE 65: Autocorrélograme concernant le locus Em1 des tétraploides
de la zone de mélange.
m Valeurs significatives o Valeurs non significatives
(Seuil de signification avec correction de Bonferroni = 0.00167)
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FIGURE 66: Autocorrélograme concernant le locus PxC2 des diploides
et des tétraploides de la zone de mélange.
m Valeurs significatives O Valeurs non significatives
(Seuil de signification avec correction de Bonferroni = 0.00333).
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FIGURE 67: Autocorrélograme concernant le locus AcPH3 des tétraploides
de la zone pure de la zone de contact.

m Valeurs significatives o Valeurs non significatives
(Seuil de signification avec correction de Bonferroni = 0.00357.
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FIGURE 68: Autocorrélograme concernant le locus PxC2 des tétraploides

de la zone pure de la zone de contact.
m Valeurs significatives o Valeurs non significatives

(Seuil de signification avec correction de Bonferroni = 0.00357.
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FIGURE 69: Autocorrélograme concernant le locus EM1 des plantes
du Moléson.
m Valeurs significatives o Valeurs non significatives
(Seuil de signification avec correction de Bonferroni = 0.00208).
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FIGURE 70: Autocorrélograme concernant la totalité des loci de
la Dent-de-Lys.
m Valeurs significatives o Valeurs non significatives
(Seuil de signification avec correction de Bonferroni = 0.002017).
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FIGURE 71: Autocorrélograme concernant le locus PxC4 des plantes
des Rochers de Naye.
m Valeurs significatives o Valeurs non significatives
(Seuil de signification avec correction de Bonferroni = 0.00294).
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FIGURE 72: Analyse canonique des

correspondances sous contraintes.

Représentation des centres des groupements centroides.

B Enzymes

ACPH: Phosphatase acide

ADH: Alcool deshydrogénase

GOT: Glutamate oxaloacétate transaminase
LAP: Leucine aminopeptidase

PXA: Peroxydase (anode)

SOD: Superoxyde dismutase

® Populations

VID: Videmanette 2X

MOL: Moléson 2X

P2XL: Zone hybride, pure 2X,large
P2XR: Zone hybride, pure 2X, restreinte
M2X: Zone hybride, mélange 2X

M4X: Zone hybride, mélange 4X

P4XR: Zone hybride, pure 4X, restreinte
P4XL: Zone hybride, pure 4X, large
DDL: Dent de Lys 4X

RDN: Rochers de Naye 4X
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FIGURE 73: Régression linéaire entre le taux d"hétérozygosité et le taux
d*inhibition des tubes polliniques en autogamie, observés chez les plantes
issues de la zone restreinte diploide pure (R square=0.488, p=0.022).

Expérience réalisée "'in vitro".
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FIGURE 74: Régression linéaire entre le taux d"hétérozygositeé et le taux de
tubes polliniques inhibés en autogamie, observes sur les stigmates de
plantes issues de toutes les zones étudiées (R square=0.063, p= 0.029).
Expérience réalisée "in vitro".
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FIGURE 75: Régression réalisee entre I"effort reproductif et le taux
d"hétérozygosité du locus PxC1 pour les populations pures.
Effort reproductif = Nombre d*épillets/épi
< Diploides
& Tétraploides
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FIGURE 76: Régression réalisée entre I"effort reproductif et le taux
d"hétérozygosité du locus PxA2 pour les populations pures.
Effort reproductif = Nombre d*épillets/épi

¢ Diploides
® Tétraploides
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FIGURE 77: Régression réalisée entre I"effort reproductif et le taux
d*hétérozygosité du locus GOT2, pour les populations pures.
Effort reproductif = Nombre d*épillets/épi.
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FIGURE 78: Régression réalisée entre le taux de caryopses bien formés
et le taux d*hétérozygosité du locus GOT2, pour la zone de contact.
Taux de caryopses bien formés =
Nombre de caryopses bien formés/ nombre total de caryopses
< Diploides
& Tétraploides
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FIGURE 79: Régression réalisée entre la fertilité et le taux
d"hétérozygosité du locus GOT2, pour la zone de contact.
Fertilité= Nombre de caryopses bien formés/nombre d*épillets
< Diploides
o Tétraploides
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FIGURE 80: Régression réalisée entre la fertilité et le taux
d"hétérozygosité du locus GOT2, pour les populations pures.
Fertilité= Nombre de caryopses bien formés/nombre d*épillets
< Diploides
o Tétraploides
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FIGURE 81: Régression réalisée entre I'effort reproductif et la
diversité allélique du locus GOT1 pour les populations pures.
Effort reproductif = Nombre d"épillets/épi
< Diploides
© Tétraploides
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FIGURE 82: Régression réalisée entre le taux de caryopses bien formés
et la diversité allélique du locus EM1 pour la zone de contact.
Taux de caryopses bien formés =
Nombre de caryopses bien formés/ nombre total de caryopses
< Diploides
< Tétraploides
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FIGURE 83: Régression réalisée entre la fertilité et la diversité allélique
du locus EM1 pour la zone de contact.
Fertilité = Nombre de caryopses bien formés/nombre d*épillets
< Diploides
< Tétraploides





