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Abstract: Sampling of natural genetic diversity for optimal structure and diver-
sity capturing – applications to resource conservation policies. Both environ-
mental and evolutionary factors determine the distribution of the genetic diversity
among and within natural populations of forest tree species, resulting in genetically
structured metapopulations. The existence of such distribution has major implications
for resource conservation policies, as the shape and extent of in situ natural networks
and the composition of ex situ collections of valuable forest tree species. A major and
realistic issue we face is how to effectively sample natural variation both for optimal
structure mirroring and for maximal genetic diversity capturing when designing in situ
population networks and ex situ collections. Genetic differentiation descriptors like Fst
and Qst represent the utmost visible consequences of underlying landscape and evolu-
tion factors acting on the metapopulation genetic diversity. The first question we
address here is how to sample populations, individuals and marker loci knowing the
neutral and selected genetic structure of a theoretically built metapopulation. Results
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of a Monte-Carlo allele-based simulation model are presented, where the sample of
populations, individuals and marker loci was simultaneously modelled over ranges of
Fst and Qst. Each sample strategy was not only evaluated in terms of genetic diversity
potential yield relative to total diversity at the metapopulation level, but also in terms
of bias and precision rendering in the estimation of Fst and Qst from the actual sam-
ple. Thus the ability of the sample to render both the diversity and its distribution
over the populations was analyzed. The second question we address is whether pre-
sent ex situ collections of two disseminated forest tree species, black poplar and wild
cherry, represent a good sampling of natural populations. For that purpose, natural
populations and ex situ collections were characterised with neutral markers and pheno-
typic characters. The simulations then serve to infer the degree of representativeness
of existing ex situ collections for the two species based on the actual sample sizes and
several differentiation estimates of Fst and Qst, and eventually guide the enrichment
of conservation resources for these two species.

sampling/ genetic diversity/ differentiation/ /

Résumé : La diversité génétique d’une espèce se distribue entre populations et à
l’intérieur des populations. Sa prise en compte à ces deux niveaux a une importance
majeure pour la mise en place de modes de gestion conservatoires in situ et ex situ.
La question principale qui se pose est : quel échantillonnage de la diversité faire, en
terme de populations, d’individus et de gènes ? Nous abordons ici cette question,
d’un point de vue théorique à travers le développement d’un modèle Monte-Carlo,
puis d’un point de vue expérimental sur deux espèces forestières, le merisier et le
peuplier noir, à travers une comparaison de la diversité présente en populations
naturelles et en collection ex situ. Les deux approches sont ensuite mises en regard
l’une de l’autre afin de donner des éléments sur les stratégies d’échantillonnage
optimales de la diversité de ces deux espèces.

échantillonnage/ diversité génétique/ différenciation/ /

1. INTRODUCTION

La diversité génétique globale d’une espèce peut se décomposer en deux
niveaux : la diversité présente à l’intérieur de chaque population et le degré
de différenciation entre populations. Diversité et différenciation peuvent se
mesurer au niveau de l’ADN ou à travers la quantification de la variance
entre phénotypes pour différents caractères. La mise en place de collections
de ressources génétiques ex situ ou de réseaux de conservation in situ devrait
reposer sur la connaissance de ces deux niveaux de diversité, car ce sont les
différences entre individus ayant une signification évolutive que l’on sou-
haite généralement conserver [13].

La question inhérente est alors : quel échantillonnage démographique et
génétique faire pour constituer collections et réseaux ? Des modèles ont
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d’ores et déjà examiné tout ou partie de cette question comme celui de Ba-
taillon et al. [1]. Cependant, ils reposent sur la modélisation de l’ensemble
des facteurs évolutifs. Dans ce projet, nous avons posé cette question en
partant de la connaissance à priori de la différenciation génétique neutre
(Fst) et adaptative (Qst) des populations. Nous cherchons à déterminer : i)
l’échantillonnage optimal à mener pour estimer au mieux la variabilité géné-
tique intra et inter populations d’une espèce donnée, ii) l’échantillonnage
optimal des individus à faire pour constituer une collection ex situ d’une
taille donnée représentant, à un temps donné, le maximum de diversité gé-
nétique de l’espèce, une fois cette dernière estimée.

Dans les faits, des collections ex situ ou des réseaux in situ de ressources
génétiques ont jusqu’à présent été constitués en se basant principalement sur
des critères écologiques. C’est particulièrement le cas des arboreta ou de cer-
taines collections d’arbres forestiers, mis en place sans connaissance à priori
de la variabilité génétique. Dans ce projet, nous avons alors voulu examiner si
des collections ex situ de deux arbres forestiers, le merisier et le peuplier noir,
constituées uniquement sur la connaissance de l’origine géographique des
individus représentaient un échantillonnage adéquat de la diversité des popula-
tions naturelles et s’il fallait, au besoin, les revoir.

Nous présentons ici des éléments de réponse apportés par le modèle
quant aux modalités d’échantillonnage théoriquement optimal pour estimer
variabilité et différenciation. Nous les complétons par les premières estima-
tions de la diversité et de la différenciation en populations naturelles chez le
merisier et en collection chez le peuplier noir. Nous confrontons enfin les
recommandations théoriques aux échantillonnages concrets qui ont été faits
sur les deux espèces forestières.

2. STRATÉGIES D’ÉCHANTILLONNAGE : APPROCHE
THÉORIQUE

2.1. Description du modèle

La figure 1 représente schématiquement le modèle développé et précise les
paramètres fixés à priori. Un pool de gènes est d’abord créé à partir d’un cer-
tain nombre de paramètres fixés initialement. Trois cas distincts sont présen-
tés ici : le cas a suppose que tous les loci sont identiques (i.e. fréquences allèli-
ques, nombre d’allèles et valeurs de Fst identiques) ; le cas b, que les loci ont
des fréquences alléliques et des nombre d’allèles différents ; le cas c, que les
loci ont des fréquences alléliques identiques mais des valeurs de Fst variables.
Il est par ailleurs supposé que la répartition des loci dans le génome est homo-
gène et qu’ils sont indépendants. Il n’y a pas de déséquilibre de liaison, ni de



Génome comprenant :
20 loci neutres – Nb all èles/locus 12

60 loci sélectionnés – Nb allèles/locus = 2
3 caractères adaptatifs (20 loci par trait)

« gene pool »

Tirages

Valeurs de
Fst et Qst :

0.05 – 0.15 – 0.25

METAPOPULATION INITIALE
10 populations

200 individus/population
(Fst et Qst 0)

Optimisation
(simulated annealing)

Fréquence des
allèles (loci neutres)

Fréquence des
allèles (loci

sélectionnés)

Distribution des effets
des gènes

2 – 4 – 8 populations (POP_E)
10 – 40 – 160 individus/population (IND_E)

4 – 10 – 16 loci neutres (LOC_E)



Échantillonnage de la diversité génétique et gestion conservatoire

215

Une série d’échantillonnages est alors simulée afin de déterminer les
meilleures stratégies d’échantillonnage. Chaque échantillonnage consiste en
un tirage sans remise des populations, puis des individus dans les popul a-
tions choisies et des loci. Le tirage des loci neutres détermine le nombre de
marqueurs neutres utilisés. Pour les loci sélectionnés, il n’y a pas de tirage
aléatoire, la valeur génotypique des individus étant considérée comme
connue. Pour chaque couple (Fst_M, Qst_M) donné, 30 métapopulations
sont construites et pour chaque métapopulation, la stratégie
d’échantillonnage est répétée 10 000 fois.

Afin d’évaluer la stratégie d’échantillonnage, les moyennes et variances des
variables génétiques suivantes : Hs (hétérozygotie intra-population), Ht (hété-
rozygotie totale), Fst, Qst, Ae (nombre efficace d’allèles) et A (nombre total
d’allèles) sont calculées sur l’ensemble des répétitions et un échantillon de
150 d’entre elles est retenu pour analyser les courbes de distribution de chaque
variable génétique ainsi que leurs intervalles de confiance. La comparaison
avec la « vraie » métapopulation sur ces variables génétiques est faite en calcu-
lant la différence entre les valeurs moyennes est imées sur les échantillons pour
chaque stratégie d’échantillonnage et les valeurs calculées sur la métapopula-
tion définie par un couple (Fst_M, Qst_M) donné. Cette différence est appe-
lée biais. La précision du biais est mesurée à partir des variances calculées sur
l’ensemble des répétitions (la précision est forte quand les variances sont fa i-
bles). Biais et précision sont alors analysés en fonction des facteurs suivants :
nombre de populations échantillonnées, nombre d’individus échantillonnés
par population, nombre de loci ou marqueurs neutres échantillonnés et valeur
du Fst de la « vraie » métapopulation (Fst_M).

3. RÉSULTATS

Les résultats obtenus pour le cas a (loci identiques) sont illustrés par les
figures 2 à 5. La figure 2 montre les biais obtenus sur les variables Ht, Hs et
Fst en fonction du nombre de populations, du nombre d’individus et des
valeurs de Fst_M. Un biais négatif indique une sous-estimation liée à
l’échantillonnage. Concernant la valeur de Ht, on observe qu’il est toujours
sous-estimé par l’échantillonnage (fig. 2a). Une diminution du nombre de
populations échantillonnées entraîne une augmentation de la sous-
estimation de Ht. Une réduction du nombre d’individus a, quant à elle,
moins d’effet. Enfin, plus la valeur du Fst de la métapopulation est grande,
plus la valeur de Ht est sous-estimée. A contrario, la valeur de Hs est tou-
jours surestimée (fig. 2b), particulièrement lorsque le nombre d’individus
échantillonnés est faible et que la valeur du Fst_M est faible. La valeur du
Fst est toujours sous-estimée par l’échantillonnage (fig. 2c). Cette sous-
estimation est d’autant plus forte que le nombre de populations échantillon-
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nées ou que le nombre d’individus diminue, en particulier pour des valeurs
fortes du Fst_M.

0.05 0.15 0.25

0.05 0.15 0.25 0.05 0.15 0.25

Fst_M

2

4

8

POP_E

2a
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2b
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4

8
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2c
Figure 2 : Effet de l’échantillonnage sur Ht, Hs et Fst – cas a.
Valeurs des biais pour Ht (2a), Hs (2b) et Fst (2c) en fonction du nombre de popu-
lations (POP_E), du nombre d’individus (IND_E) échantillonnés et du Fst de la
« vraie » métapopulation (Fst_M).
(biais = valeur calculée sur l’échantillon – valeur calculée sur la « vraie » métapopula-
tion).

Les figures 3 à 5 présentent les variations du biais avec sa précision en
fonction du nombre de loci neutres, du nombre de populations et du nom-
bre d’individus échantillonnés pour le Fst, Qst, A et Ae. Pour chacune des
valeurs estimées, la précision du biais augmente avec l’effort
d’échantillonnage, notamment avec le nombre de populations échantillon-
nées.
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Figure 3

Figure 3 : Effet de l’échantillonnage sur Fst – cas a.
Diagramme des biais du Fst avec la précision pour différents niveaux
d’échantillonnage des loci (LOC_E), des populations (POP_E), des individus
(IND_E) et du Fst de la « vraie » métapopulation (Fst_M). Les valeurs minimales et
maximales de chaque carré correspondent aux quartiles inférieurs et supérieurs, la
moitié correspondant à la valeur médiane. Pour les facteurs significatifs, le calcul du
F provenant d’une ANOVA à 3 facteurs (POP_E x IND_E x LOC_E) est donné.

Dans chaque cas, le degré de significativité du facteur est évalué à travers
une analyse de variance. L’échantillonnage des populations et des individus a
un effet significatif sur le Fst, l’effet individu étant plus impo rtant pour de
faibles valeurs du Fst_M, alors que pour de fortes valeurs, c’est l’effet popu-
lation qui est plus important. Le Qst, quant à lui, est généralement sous-
estimé et le nombre de populations échantillonnées est le seul facteur jouant
sur son estimation (fig. 4).
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Figure 4 : Effet de l’échantillonnage sur Qst – cas a.
Idem Figure 3 pour Qst avec Qst_M = valeur du Qst de la « vraie » métapopulation.

Enfin, la figure 5 (a, b) présente l’effet de l’échantillonnage sur les valeurs
de Ae et A : le nombre de populations et d’individus échantillonnés ont un
effet très significatif sur ces deux valeurs, la valeur du Fst_M jouant un i-
quement sur la valeur de Ae. L’analyse des résultats dans le cas b où les loci
sont différents entre eux quant à la distr ibution des fréquences alléliques et
au nombre d’allèles montre un effet significatif du nombre de loci neutres
échantillonnés sur Fst, A et Ae (fig. 6) mais l’effet du nombre de popula-
tions et d’individus échantillonnés reste prépondérant. Dans le cas c (non
illustré), l’effet du nombre de loci échantillonnés est significatif pour A et Ae
mais pas pour Fst. Le coefficient de variation du Fst fixé par locus au départ
n’a pas d’effet significatif sur A, Ae et Fst.
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Figure 5 : Effet de l’échantillonnage sur Ae et A – cas a.
Idem Figure 3 pour A et Ae.
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Figure 6 : Effet de l’échantillonnage sur A, Ae et Fst dans le cas b.
Diagramme des biais du Fst et des valeurs moyennes de A et Ae (avec la précision)
pour différents niveaux d’échantillonnage des loci (LOC_E), des populations
(POP_E), des individus (IND_E) [Fst de la « vraie » métapopulation, Fst_M, fixé à
0,05]. Les valeurs minimales et maximales de chaque carré correspondent aux quar-
tiles inférieurs et supérieurs, la moitié correspondant à la valeur médiane. Pour les
facteurs significatifs, le calcul du F provenant d’une ANOVA à 3 facteurs (POP_E
x IND_E x LOC_E) est donné.

4. DONNÉES EXPÉRIMENTALES EN POPULATIONS
NATURELLES ET

Deux espèces forestières combinant reproduction sexuée et asexuée ont
été étudiées : le merisier (Prunus avium L., Rosaceae, 2n = 16) espèce ento-
mophile disséminée dans toute la France ; le peuplier noir (Populus nigra L.,
Salicaceae, 2n = 38) espèce dioïque, anémophile et pionnière, inféodée aux
ripisylves peu anthropisées. Chez le merisier, l’allogamie est favorisée par un
système d’auto incompatibilité gamétophytique. Ces espèces peuvent avoir
des densités très variables et représenter de 0 à presque 100 % de la compo-
sition d’un peuplement. Elles possèdent toutes les deux un compartiment
sauvage et cultivé, ce dernier comportant de nombreuses variétés, fruitières
pour le merisier, ornementales et à finalité de production de bois pour le
peuplier, introduites à grande échelle par l’homme.
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4.1. Échantillonnage des populations et des collections

Pour chaque espèce, six populations naturelles et une collection ont été
échantillonnées (voir fig. 7 et 8). Les résultats présentés dans cet article por-
tent sur quatre des six populations (avec un échantillonnage de 50 individus
par population) pour le merisier et sur la collection de 308 individus pour le
peuplier (fig. 7 et 8).

Figure 7 : Carte de répartition des échantillonnages pour le merisier.
- Localisation géographique (symbolisée par des arbres) des provenances géo-

graphiques représentées dans la collection française de merisier.
- Localisation des 6 populations naturelles échantillonnées (symbolisées par des

étoiles) ; les populations analysées (50 individus par population) sont encadrées.
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Figure 8 : Carte de répartition des échantillonnages pour le peuplier.
- Localisation géographique des 11 provenances géographiques (symbolisées par des

arbres) représentées dans la collection française de peuplier noir par 308 clones.
- Localisation des 6 populations naturelles échantillonnées (symbolisées par des étoiles,

1 : Ardèche ; 2 : Dranse ; 3 : Eyne ; 4 : Nohèdes : 5 : Ramières ; 6 : St-Pryvé – St-
Mesmin).

4.2. Échantillonnage et amplification des marqueurs

Pour le merisier, 8 marqueurs microsatellites ont été utilisés et les allèles
du système d’incompatibilité du locus S, ont été caractérisés. Pour le peu-
plier noir, 12 marqueurs microsatellites, dont deux marqueurs associés à des
QTL de résistance à la rouille foliaire à Melampsora larici-populina : PMGC667
chez P. trichocarpa [11] et PMGC433 chez P. nigra (Storme, comm. pers.) ont
été utilisés (voir tabl. I).

Pour les deux espèces, l’ADN génomique total a été extrait des feuilles
en utilisant le kit d’extraction « Dneasy® Qiagen 96 plant kit ». Les mar-
queurs microsatellites ont été amplifiés par PCR en utilisant des amorces
marquées par des fluorophores (HEX, FAM et NED) selon les protocoles
décrits par Stoeckel et al. [17] pour le merisier et Jorge et al. [11] pour le peu-
plier. Les allèles ont été séparés par migration dans un séquenceur capillaire
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(ABI PRISM ® 3100 Genetic Analyzer). Les génotypes ont été visualisés et
lus avec deux logiciels : GENOTYPER ® et/ou GENESCAN ®.
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4.3. Analyse phénotypique de la résistance à la rouille foliaire du
peuplier dans la collection

Pour le peuplier, une étude de la structuration géographique de la variabilité
génétique de la résistance partielle à la rouille foliaire a été conduite pour deux
isolats de M. larici-populina inoculés artificiellement en laboratoire [7]. Trois com-
posantes de la résistance partielle ont été évaluées : la latence infectieuse (LP)
correspondant au nombre de jours depuis l’inoculation jusqu’à l’apparition du
premier urédosore sporulant, le nombre d’urédosores sporulants (UN) au 13 e

jour après inoculation et la taille relative des urédosores (US) au 14e jour après
inoculation, notée à l’aide d’une échelle à 5 classes puis calibrée par analyse
d’images de 15 disques par classe.

4.4. Analyse des données

Les valeurs de A et Ae par locus sur l’ensemble des populations, leur
moyenne et leur écart-type sur l’ensemble des loci microsatellites ont été cal-
culés. Le Fst de Weir et Cockerham [20] pour chaque marqueur, sa valeur
pour l’ensemble des microsatellites et l’écart-type de cette valeur par jackkni-
fing sur les loci ont été estimés (Fstat v2.9.3.2 [9]). En ce qui concerne le mer i-
sier, les calculs ont été effectués en ne prenant qu’un seul représentant par
tache de drageonnage supposée. Pour les données phénotypiques, la statist i-
que Qst a été estimée de la façon suivante : Qst = 2b / ( 2b + 2w) où 2b et

2w représentent respectivement la variance entre populations et la variance
clonale [14].

4.5. Résultats

Pour le merisier, les résultats obtenus sur les quatre populations naturel-
les avec 8 marqueurs microsatellites et le marqueur du locus S donnent un A
observé variant de 4 à 20 et une moyenne de 10,25 allèles par locus. Pour le
peuplier, les résultats obtenus sur l’ensemble de la collection de référence et
sur les 12 marqueurs microsatellites donnent un A observé qui varie de 12 à
48, avec une moyenne de 19,33 allèles par locus. La valeur du Fst aux mar-
queurs microsatellites est de 0,071 (± 0,009) pour le merisier et de 0,028 (±
0,002) pour le peuplier (tabl. I). Pour les données phénotypiques obtenues
sur la collection nationale, une héritabilité individuelle h2L ( 2G/ 2P) élevée
reflète l’existence d’un contrôle génétique important pour l’ensemble des
composantes de la résistance partielle à la rouille foliaire. Comme chez
d’autres espèces de peuplier [7], c’est pour le niveau moyen de sporulation
(taille des urédosores) que la variabilité génétique individuelle est la plus
élevée chez le peuplier noir. Cependant, aucune structuration géographique
significative ne peut être mise en évidence pour aucune des composantes
étudiées (tabl. II).
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5. DISCUSSION

5.1. Résultats théoriques

L’analyse des stratégies d’échantillonnage a montré que les facteurs pré-
pondérants à prendre en compte pour capturer au mieux la diversité génét i-
que d’une espèce et sa structuration entre populations était le nombre de
populations et le nombre d’individus échanti llonnés. Le nombre de loci, lui,
n’a un effet que lorsqu’il existe de la variance entre loci mais ce dernier reste
moins important que les facteurs d’échantillonnage démographique. Le
nombre de populations échantillonnées a un effet d’autant plus fort sur le
Fst et le Ae que la structuration de la métapopulation considérée est plus
forte. Le nombre d’individus échantillonnés est important lorsque la structu-
ration de la diversité n’est pas très marquée entre populations, comme c’est
le cas généralement chez les espèces forestières. Il n’a pas d’effet sur le Qst,
du fait de l’hypothèse forte du modèle sur la connaissance de la valeur géno-
typique individuelle.

5.2. Stratégie d’échantillonnage expérimentale et résultats
théoriques

Le tableau III compare les valeurs des variables génétiques, Fst, Qst, Ae
et A obtenues à partir de notre modèle (dans les cas a et b) pour une strat é-
gie d’échantillonnage similaire à celle utilisée pour l’estimation de la diversité
génétique des populations naturelles de peuplier et de merisier. Les deux cas
donnent des résultats proches, ce qui indique que le choix des marqueurs
n’est pas capital à condition bien sûr qu’ils aient un minimum de polymor-
phisme. Ainsi, dans le cas b, lorsque l’écart-type du nombre d’allèles de cha-
que locus est comparable à celui estimé chez le peuplier et le merisier,
l’estimation du Fst reste assez proche du cas a. Globalement, la distribution
des valeurs de Fst montre qu’au moins 95 % des valeurs sont supérieures à
0, celle des valeurs de Qst a elle une ampl itude plus large, en particulier pour
des valeurs de Qst de la métapopulation égale à 0,05, plus difficiles à détec-
ter. La stratégie d’échantillonnage choisie permet de capturer un nombre
efficace d’allèles inférieur de 5,2 à 8,7 % à celui calculé sur la « vraie » méta-
population et un nombre total d’allèles de l’ordre de 94 %. Par conséquent,
la stratégie d’échantillonnage adoptée pour les deux espèces à faible diffé-
renciation génétique semble permettre simultanément une bonne estimation
de la différenciation inter - populations et de la richesse allélique intra - po-
pulation. Toutefois, il reste encore à les examiner plus en détail, en particu-
lier au niveau des populations échantillonnées relativement aux populations
réelles dont le nombre et la délimitation sont très difficiles à connaître.
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6. PERSPECTIVES

Concernant l’approche théorique, plusieurs points restent à préciser. Une
analyse complémentaire non paramétrique des effets des différents facteurs
permettra de valider les premiers résultats obtenus par analyse de variance.
L’étude des stratégies d’échantillonnage à ressources constantes permettra
d’évaluer séparément l’effet du nombre de populations échantillonnées et
l’effet du nombre d’individus, ces deux facteurs étant confondus dans les
analyses présentées. Côté expérimental, les analyses complémentaires de
diversité génétique chez le peuplier et le merisier permettront une compara i-
son entre les populations naturelles et les collections. Il s’agira alors de
confronter l’échantillonnage existant des ressources génétiques dans les
collections avec un échantillonnage théorique permettant à la fois de captu-
rer la diversité et la structuration de cette diversité.
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