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Chapitre | : Gestion forestiere et dynamique de la

diversité génétigue en régénération naturelle : état de

I'art

1. Particularités des populations d’arbres forestiers et de leur gestion.

La génétique des populations s'intéresse a la mesure de la diversité génétique entre
populations, a la structurale spatiale de cette diversité a différentes échelles, aux modes de
transmission de cette diversité d’'une génération a l'autre et aux processus qui affectent cette
évolution d’'une génération a l'autre. Les modéles développés permettent ainsi de prédire ou
de retracer la trajectoire évolutive de populations en prenant en compte les différents
processus qui peuvent modifier cette trajectoire mais aussi d’estimer la viabilité a long terme
de ces populations. Les principaux processus permettant d’expliquer I'évolution génétique des
populations sont le régime de reproduction entre individus et les différentes forces évolutives

(dérive, mutation, migration et sélection) gu’elles subissent.

Si on compare cycle sylvigénésique et cycle sylvicbigure 1.1), on observe que la gestion
forestiere se traduit d’abord par un raccourcissement du cycle naturel des populations d’arbres
forestiers afin de diminuer le temps nécessaire a la production d’individus considérés comme
aptes a étre récoltés. Cette gestion affecte également la composition des populations, leur
démographie et la répartition spatiale des arbres au cours des opérations sélectives de
prélevements qui se succedent tout au long d'un cycle sylvicole. Elle modifie donc
nécessairement la dynamique naturelle des populations d’arbres forestiers et pourtant elle
évalue tres rarement I'impact de ces interventions d’'un point de vue génétique. Prendre en
compte I'évolution génétique d’'une population d’'une génération a l'autre est essentiel car
cette évolution conditionne fortement les capacités d’adaptation des populations sur le long
terme. Cette préoccupation est dautant plus importante que les changements
environnementaux en cours vont exercer des contraintes biotiques et abiotiques sur les
populations d’arbres qui seront ainsi confrontées a de nouvelles conditions environnementales
a un rythme accéléré. Leurs capacités d’adaptation a ces changements sont notamment
dépendantes de leurs caractéristigues génétiques. Une gestion forestiere qui tendrait, dans ce
contexte environnemental fluctuant, a maintenir les objectifs actuellement assignés aux

massifs forestiers (dont celui de production) ne peut plus faire 'économie de la prise en
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Phase initiale W

Régénération Croissance en hauteur Phase initiale .
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(ou phase pionniére)
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Figure 1.1 : Les différentes étapes des cycles sylvicole et sylvigénésique. En raccourcissant le
cycle naturel, la gestion forestiére modifie le fonctionnement de I'écosysteme forestier et la
dynamique de la diversité. Alors que la diversité spécifique est largement étudiée et prise en
compte par la création d’ilots de vieillissement, la diversité génétique reste relativement peu

prise en compte. .
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compte de la diversité génétique et de son évolution au cours des différentes étapes du cycle

sylvicole.

Pour bien comprendre le fonctionnement et la dynamique génétique des populations d’arbres
forestiers, il faut avant tout savoir décrire ces populations et comprendre comment elles sont

affectées par la gestion forestiére. Pour cela, il est nécessaire :

)] De connaitre les caractéristiques génétiques des populations forestiéeres ;
i) De définir les difféerentes échelles spatiales et temporelles auxquelles la gestion
intervient ;

i) De mesurer I'impact de cette gestion sur les différents processus de la dynamique

forestiére et sur les ressources génétiques.

1.1 Particularités biologiques et génétiques des populations forestieres

Les arbres forestiers présentent une diversité génétique élevée et supérieure a celle de
n'importe quel autre groupe taxonomique végeétal ou animal (Hamrick et al., 1992 ; Miller-
Starck, 1995)Des études comparatives entre plantes herbacéestes et arbres forestiers
montrent clairement que ces derniers conservent la majeure partie de la diversité a l'intérieur
des espéces et des populations (Hamrick et Godt, 1989 ; Nybom, 2004). Il en découle que les
populations d’arbres sont d’'une maniére générale moins structurées et moins différenciées sur
le plan génétique que les plantes herbacées. Si on considere I'ensemble des facteurs et des
processus qui contribuent a maintenir une diversité génétique élevée dans les populations et a
I'échelle individuelle, on peut constater gu’'un grand nombre de ces criteres se retrouve chez

les arbres forestiers.

1.1.1Des populations de grande taille

D’un point de vue strictement démographique, les arbres forestiers se caractérisent par de
grandes tailles de population allant parfois jusqu'a plusieurs dizaines de milliers d’'individus
étant données les grandes surfaces occupées par les peuplements forestiers. Ce grand nombre
potentiel d’individus réduit le risque de perte de diversité génétique par dérive, qui
engendrerait une diminution de la diversité intra population et une augmentation de la
différenciation inter population. Dans une revue bibliographique sur la diversité d’allozymes
chez les arbres forestiers, Hamrick et al (1992) montrent que la taille de 'aire de répartition

d’'une espece est le meilleur prédicteur du taux de diversité génétique intra population. Les
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espéeces aux aires les plus grandes et avec un régime de reproduction allogame présentent
ainsi un niveau de diversité intra population quatre fois plus élevé que des espéces
endémiques qui subsistent dans des peuplements relativement isolés et un quart seulement de
la diversité totale mesurée correspond a de la diversité entre populations.

Il convient cependant de souligner les impacts majeurs des évenements de recolonisation
post-glaciaire sur I'organisation actuelle de la diversité génétique de nombreuses espéeces.
Ces évenements de recolonisation se sont parfois faits a partir d’'un nombre limité d’individus
issus de zones refuges. Ils expliquent ainsi comment certaines especes a large aire actuelle de
répartition possedent une diversité génétique tres faible. Tel est le cas par exemplaysour
resinosa ePinus torreyana (Mosseler et al., 1991 ; Ledig et Conkle, 1983). Ainsi, lorsqu’au
cours de son histoire évolutive une espece subit un goulot d’étranglement (‘bottleneck’)
extrémement fort, I'impact de celui-ci sur la diversité génétique subsiste durant de
nombreuses générations puisque la seule source d’alleles nouveaux devient alors la mutation

ou I'hybridation avec une espéce proche.

1.1.2Une grande longévité

Les arbres possedent une longévité élevée ainsi qu'un age de fécondité relativement avancé. Il
en découle la possibilité i) de réduire considérablement les effets de fondation durant les
evénements de colonisation et ii) de pouvoir se reproduire sur de nombreuses années et donc

de voir leur renouvellement étre moins dépendant d’aléas climatiques annuels.

En raison d'une maturité sexuelle tardive des individus, la fondation d’'une nouvelle
population dépend pendant de nombreuses années uniquement de l'arrivée de nouveaux
migrants via les flux de graines et non pas d’évenements de reproduction intra population. Le
nombre d’individus qui participent a I'événement de fondation peut ainsi, par migration,
continuer a augmenter avant que n’interviennent d’éventuels évenements de recombinaison
intra population entre individus devenus floriferes. La population ainsi parvenue a maturité
sexuelle est alors composée de cohortes successives, ce qui favorise le maintien de la diversité
génetique (Austerlitz et al., 2000). Leur grande longévité confere aux arbres forestiers la
possibilité de connaitre des années de trés faible recrutement sans pour autant que cela affecte
leur dynamique démographique. Cette forte plasticité leur permet d'étre ainsi moins
dépendants des conditions climatiques et peut expliquer les larges aires de répartition

gu’occupent de nombreuses especes.



Groupe Nombre d’espéces

étudiees Médiane Gamme

Pinus 17 0.9 0,41-1
Picea 7 0.84 0,08-0,91
Eucalyptus 12 0.77 0,59-0,84

Angiospermes 13 0.94 0,46 1

tropicaux

Tableau I.1: Estimation des taux d'allofécondation (t) chez quatre groupes d’arbres
forestiers (d’aprés White et al., 2007b)

F=0.125 F=0.25 & F=0.5 F=0.75

Espéces (verger) Caractére amélior&ain attenduRéférence

Pin sylvestre Haguene ] .

(PSY-VG-003) Croissance +2% Bastien, comm. personnelle
Pin maritime ]

(PPAVG007) Volume +30% Alazard & Raffin, 2002
Douglas Hauteur +12% Ministere de I'agriculture, 2007

(Washington 2)

Figure 1.2 : Conséquences de la dépression de consanguinité sur la croissance et la survie
d’arbres forestiers.

(a) Plantation de Douglas de 33 ans. Les individus au centre sont issus d’autofécondation,
ceux sur les cotés de croisements entre individus non apparentés. La survie des
individus autofécondés diminue de plus de 60% par rapport aux témoins, leur diameétre
de 40% (Sorensen in White et al., 2007b).

(b) Impacts de différents niveaux de consanguinité (F) sur la croissance juvénile de
'Epicéa commun. F=0.5 correspond a des autofécondations. Les pourcentages
indiquent la perte en volume a I'age adulte par rapport a un croisement entre individus
non apparentés (Eriksson et al., 2006)

(c) Les gains génétiques attendus par [l'utilisation de matériel amélioré issu des
programmes de sélection sont donnés comparer a la dépression de consanguinité
relative estimée dans les deux exemples ci-dessus.
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Cette forte longévité, associée a une grande taille, augmente le risque d’accumuler des
mutations en comparaison aux petites plantes a cycle de vie court (Ledig, 1986). En effet, plus
un individu est agé, plus le nombre de divisions cellulaires est grand, et plus le risque
d’accumuler des erreurs de copie durant la mitose est élevé. En se basant sur 'ensemble des
études portant sur la fréquence d’apparition d’individus chlorophylle déficients (mutation
létale), White et al. (2007a) mettent en évidence une fréquence d’apparition de la mutation 10

fois plus élevée chez les arbres que chez les especes annuelles.

1.1.3Un régime de reproduction préférentiellement allogame

La plupart des arbres forestiers ont un régime de reproduction allogame. Les taux
d’allofécondation, bien que variables selon les especes, les individus et les situations
environnementales, sont généralement proches de Babtegu 1.1). D’aprés Petit et Hampe
(2006), cette adéquation entre forme de vie et régime de reproduction peut trouver son origine
dans les conséquences de mécanismes tels que la dépression de consanguinité, l'auto
incompatibilité et la dioécie. En effet, d’un point de vue évolutif, une espéce a longue durée
de vie ne trouve pas d’avantage a un régime de reproduction autogame puisque un échec de
reproduction une année donné n’affecte que tres peu la fithess des individus a long terme et la
dynamique démographique de I'espéce. De plus, la dépression de consanguinité constitue un
moyen efficace pour limiter 'autofécondation et le risque d’accumulation de mutations
délétéres, plus fréquentes chez les individus de grande taille et a forte longévité (Ledig, 1986 ;
White et al., 2007a). Les conséquences de la dépression de consanguinité peuvent apparaitre
plus ou moins tot selon les espéces : alors que chez le pin sylvestre, le filtre de consanguinité
apparait trés tét des la formation et le développement du zygote dans la graine, engendrant
'avortement de I'embryon (graine vide) (Sarvas, 1962), chez d’autres especes comme le
sapin pectiné, ce filtre apparait beaucoup plus tardivement, au niveau de la survie de la
plantule germée et de son développement (Restoux 2009). Outre la production de graines
viables et la survie des plantules, une augmentation du niveau de consanguinité va également
affecter négativement la vigueur des individus et ce dans des proportions parfois trés
importantes Figure 1.2). Ces pertes de croissance potentielles sont généralement ignorées par
les gestionnaires forestiers alors que leur ampleur peut dépasser trés largement les gains qu'ils
esperent de [l'utilisation de variétés forestieres issues de programmes d’amélioration

génétique.
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8000 10000 12000 14000 16000
Years Before Present

Figure 1.3: (a) Routes de migration post-glaciaire du pin sylvestre. Les couleurs des
fleches correspondent aux 4 haplotypes mitochondriaux détectés dans les populations
actuelles. Les isocontours sont définis a partir de dates de recolonisation estimées. (Cheddadi
et al, 2006)

(b) Carte de I'aire de répartition naturelle actuelle du pin sylvestre (Critchfield
et Little, 1966)
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L’ensemble des processus évoqués ci-dessus (allogamie préférentielle, forte dépression de
consanguinité), couplés a une grande longévité, permettent de maintenir au sein des
populations d’arbres forestiers un taux d’hétérozygotie élevé, synonyme de diversité

génétique.

1.1.4Des capacités de migration €levées

Les approches phylogéographiques permettent d’explorer les capacités de migration des
individus de différentes espéeces forestieres. Il y a 18000 ans, la plupart des especes des foréts
tempérées étaient généralement confinées dans les parties les plus méridionales de leur aire de
répartition actuelle Kigure 1.3 ; Cheddadi et al., 2006 ; Le Corre et al., 1997b). La
recolonisation des latitudes plus élevées a eu lieu en quelques dizaines ou centaines de
générations (Huntley et Birks, 1983 ; Webb, 1985 ; Huntley, 1990) et de nombreuses études
ont montré que des recolonisations rapides n’étaient possibles qu’a partir d’événements de
dispersion a longue distan¢8kellam, 1951 ; Le Corre et al., 1997b ; Clark, 1998). En
modélisant différents scénarios de dispersion des graines, Austerlitz et Garnier-Géré (2003)
aboutissent a la conclusion que seuls des événements de dispersion a 20 ou 50km de distance
peuvent expliguer les vitesses de recolonisation observées en Europe. A titre d’exemple, Le
Corre (1997b) estime a environ 500m/an la vitesse d’extension de I'aire de distribution des
chénes suite aux événements post-glaciaires. Mais le meilleur modéle pour expliquer cette
extension de l'aire de distribution semble étre I'existence d’événements de dispersion a
longue voire tres longue distance et pas seulement une vitesse de dispersion moyenne (Clark,
1998).

1.1.5Une forte sélection diversifiante

Les arbres sont exposés a des conditions biotiques et abiotiques tres variables aussi bien au
niveau individuel au cours de leur vie, qu’au niveau spécifique sur I'ensemble de leur aire de
répartition. Ces conditions trés différentes peuvent entrainer des pressions de sélection
variables a tous les stades de développement (gameéte, graine, semis, juvénile, adulte). Bien
que ces conditions ne soient pas spécifiques aux arbres forestiers, la variabilité des pressions
de sélection (amplitude, sens, caractére-cible) est augmentée par leur longue durée de vie et
par la diversité des organismes avec lesquels ils interagissent (Linhart et Grant, 1996).



Figure 1.4 : Plantation monoclonale de peupliers réalisée avec le cultivar ‘Beaupré’. Ce
cultivar immun vis-a-vis des populations de rouilldlalampsora larici-populina jusqu’en

1994 s’est révélé trés sensible aux populations de I'agent pathogene lors de 'émergence de la
virulence7 chez cet agent pathogéne. Lors d’'une épidémie de rouille, 'ensemble des individus
est touché et incapable de résister au champignon, engendrant des pertes de croissance
pouvant atteindre 30 a 40% chaque année (Source INRA).

Figure 1.5 : Exemple d’adaptation locale chez I'Epicéa de Sitka. Les individus sont rangés de
gauche a droite selon un gradient latitudinal d’origine allant de la Californie au Canada. Le
lieu de plantation se situe en Californie. Plus la différence entre lieu d'origine et lieu de
plantation est élevée, moins les individus sont vigoureux, montrant une meilleur adaptation
des individus a leur latitude d’origine.
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L’ensemble de ces facteurs entraine une succession complexe de différentes formes de
sélection (fréquence-dépendante, sélection balancée,...) qui contribuent a maintenir la

diversité génétique (Petit et Hampe, 2006).

1.2 Gestion forestiére et diversité génétique

1.2.1Un enjeu économique et écologique

La nécessité de maintenir une diversité génétique suffisante afin de garantir les capacités
évolutives des espéeces et la résilience des écosystémes n’est plus a démontrer aujourd’hui. En
foresterie, les plantations monoclonales constituent un exemple parlant des conséquences
parfois désastreuses d’'une base génétique trés réduite. Lors d’épidémies de ravageurs ou de
maladies, les dégats peuvent étre considérables, tous les individus possédant alors le méme
niveau de sensibilitéF{gure 1.4). A I'opposé I'existence, au sein d’'une méme espéce, de
populations a adaptations spécifiques résultant de différentes pressions de sélection peut étre
exploitée au plan économique pour tirer profit de cette diversité adaptative locale. C’est ainsi
gue les délimitations de régions de provenance le long de gradients latitudinaux ont permis de
valoriser au mieux la diversité génétique disponible au sein des espéces pour des utilisations
en reboisementHgure 1.5). Conserver les capacités d’adaptation et d’évolution des espéces
constitue donc un enjeu économique et écologique considérable ; cet enjeu est aujourd’hui
encore plus élevé avec les changements environnementaux rapides a venir.

Pour chaque espéce, mettre en place une stratégie de conservation passe au préalable par une
connaissance de la diversité génétique existante, de sa structuration géographique mais aussi
des mécanismes de maintien de cette diversité. Alors que pour les especes animales ou les
plantes cultivées, la conservation des ressources génétiques constitue un enjeu économique
reconnu, mais aussi social et culturel notamment au travers des races/variétés locales
auxquelles se rattachent des traditions et savoir-faire, pour les populations forestieres cet
enjeu est essentiellement économique et écologique. Si les programmes d’amélioration
développés chez de nombreuses espéces ont eu besoin de cet inventaire pour exploiter la
diversité génétique disponible et obtenir des gains significatifs sur des criteres d’'intérét
économiques, linventaire de diversité réalisé n'a été souvent que partiel. La diversité
génétique des populations actuelles représente dans leur intégralité, la seule source de genes

potentiellement utiles pour I'avenir. Maintenir cette diversité permet de garantir I'existence
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de ressources diversifiées, qui bien que non valorisées a I'heure actuelle, sont susceptibles de

répondre aux besoins futurs de la sylviculture.

1.2.2Une volonté politique de conservation

Une définition de la gestion durable des foréts a été proposée par la Conférence ministérielle
sur la protection des foréts en Europe (Strasbourg, 1990), et a depuis été adoptée par
I'Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et I'Agriculture (FAO). La gestion
durable des foréts est définie ainsi: « La gestion durable signifie la gérance et I'utilisation des
foréts et des terrains boisés, d'une maniéere et a une intensité telles qu'elles maintiennent leur
diversité biologique, leur productivité, leur capacité de régénération, leur vitalité et leur
capacité a satisfaire, actuellement et pour le futur, les fonctions écologiques, économiques et
sociales pertinentes, aux niveaux local, national et mondial ; et qu'elles ne causent pas de
préjudices a d'autres écosystensesPour répondre a ces criteres, chaque pays rédige un
Programme Forestier National (PFN) en fonction de ses propres objectifs, de ses contraintes
economiques, sociales et écologiques et de ses ressources disponibles. Ces programmes
favorisent le développement d'un partenariat entre tous les groupes d'intérét, en mettant
I'accent sur la souveraineté des Etats en matiére d'aménagement des ressources forestieres. Le
but est de promouvoir la conservation et |'utilisation durable des ressources forestiéres afin de

répondre aux besoins locaux, nationaux et mondiaux.

La France a mis en place, des le début des années 1990, une politique nationale de
conservation des ressources génétigues des arbres forestiers  (circulaire
DERF/SDF/N91/N°3011 du 9 septembre 1991), qui s’est révélée en accord avec les
engagements européens (Strasbourg, 1990 et Helsinski, 1993) et mondiaux (conférence de
Rio, 1992) Figure 1.6). Des les années 1980, des réseaux de conseriragdo ont été mis

en place pour plusieurs especes. Cette action s’inscrit dans le cadre de la charte pour la
conservation des ressources génétiques des arbres forestiers en France (BRG, 1997). Cette
charte prévoit également un suivi scientifique s@attachant a faire progresser les
connaissances sur 'amplitude et la structuration de la variabilité génétique [...] d’especes
représentatives des différents modéles de reproduction et de colonisation de I'esgiace
précisant « les effets des facteurs [environnementaux susceptibles d’agir] sur I'évolution de la
diversité génétique. En France, c’est la Commission des Ressources Génétiques Forestieres
(CRGF) qui organise la création et la mise en place des réseaux de conservation et qui définit

les regles de gestion applicables aux unités conservatoires. Au niveau pan européen, la
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coordination des actions concrétes de conservation des ressources génétiques est assurée par

EUFORGEN (European Forest Genetic Resources Program) depuis 1994.

Les orientations du PFN Francais concernant la biodiversité sont déclinées dans le Plan
d’Action Forét (PAF, 2006) qui définit trois grands axes prioritaires dont la préservation de la
biodiversité ordinaire, intra et interspécifiquegrjeu important au regard de I'évolution des
écosystemes forestiers confrontés au changement climatique et plus généralement aux
changements globaux Préserver ces différents niveaux de la diversité biologique nécessite
donc non seulement de les caractériser mais aussi de comprendre leur dynamique aussi bien
en conditions naturelles que sous action anthropique. La diversité génétique y occupe une
place particuliére, en particulier dans le point 2.6 du PAF « Améliorer la prise en compte de

la diversité génétique forestiese

1.2.3...mais une prise en compte de la diversité génétique encore insuffisante
dans la gestion forestiere

Une récente analyse des principaux documents de I'Office National des Foréts (ONF) pour la
prise en compte de la biodiversité dans la gestion forestiere concluait que « si la plupart des
documents abordent la biodiversité dans ses composantes interspécifique et écosystémique, la
dimension intraspécifique est souvent oubliée et ne fait, le plus souvent, I'objet d’aucun
développement au niveau de recommandations. Ce constat est certes en partie imputable au
développement récent des connaissances dans le domaine de la génétique des populations
chez les arbres forestiers. Il conduit cependant a une segmentation regrettable des actions
forestiéres relatives aux différents niveaux de la biodiversité. Une réunification de ces volets
de ce concept apparait cruciale et urgentéGosselin et Valadon, 2005). En outre, pour les
foréts publiques gérées par 'ONF, la mise en ceuvre effective des mesures du Plan d’Action
Forét traitant de la diversité génétique passe par une véritable prise en compte de cette
composante dans les divers documents cadres nationaux (Directive Nationale
d’Aménagement), régionaux (Directives Régionales d’Aménagement, Schémas Régionaux
d’Aménagement) et locaux (aménagements forestiers) qui orientent les choix des
gestionnaires. Enfin, divers guides techniques mis a disposition des gestionnaires doivent
également contribuer & une meilleure prise en compte de la diversité génétique dans la gestion
courante des massifs forestiers. Seuls les guides de sylviculture les plus récents, déclinés par

espece et/ou par régions biogéographiques (ex : Chénaie atlantique, Douglasaies, Pineraies de
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plaine lle de France-Nord Ouest,...) commencent a prendre en compte les incidences

possibles de la gestion courante sur la diversité génétique.

Il apparait bien difficile de connaitre les causes de ce manque de références a la diversité
géneétique intraspécifique alors que les programmes forestiers nationaux prévoient
explicitement sa prise en compte et que des réseaux de conservation des ressources génetiques
existent. La réponse repose peut étre sur la difficulté a appréhender cette diversité puisqu’elle
demeure peu visible, mais aussi sur le manque de formation et d’'information. Geburek et
Konrad (2008) mettent en avant les principales causes pouvant expliquer cette lacune, et
citent notamment :

* la longévité des cycles forestiers qui ne permettent pas d’avoir le recul temporel
nécessaire pour observer les conséquences de divers phénomenes naturels (dérive
génétique, consanguinité) ou anthropiques (conséquences de transferts de matériel) ;

* la complexité des structures européennes qui empéchent la mise au point d’'une
véritable stratégie de conservation commune, notamment en raison des divergences
d’intérét selon les pays (importance de la forét dans la balance commerciale) ;

* le manque d’intérét pour la diversité intra-spécifique au niveau du grand public,
compare a l'attention portée a la diversité spécifique.

Des efforts considérables restent donc a réaliser pour une traduction, dans les pratiques de
gestion courante, des recommandations nationales et internationales en matiere de gestion

optimale de la diversité génétique.

1.3 Une gestion qui s’inscrit dans le temps

Pour 'ONF,« Le rble des sylvicultures est de faire évoluer les foréts a long terme, en mettant
a profit les facteurs écologiques et les potentialités naturellBeur atteindre cet objectif, la
gestion sylvicole est découpée en plusieurs étapes, chacune se faisant avec différents pas de
temps. L'aménagement forestier, véritable cahier des charges d’'une forét donnée sur une
période de 10-20 ans, définit les objectifs a atteindre et les actions a conduire pour différents
pas de temps :

* Les choix a long terme définissent les objectifs de la forét et de ses unités de gestion.
On trouve parmi eux le choix des especes objectifs a privilégier et celui du type de structure

de peuplements (régulier, irrégulier). Ces choix affectent la répartition spatiale des especes et
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des individus au sein de la forét et de ses unités de gestion. Une fois fixés, ils sont
difficilement modifiables en profondeur au fil des aménagements.

*Les choix a moyen terme peuvent varier d'un aménagement a lautre. L'age
d’exploitabilité peut ainsi étre modifié lors d'une révision d’aménagement, entrainant alors
une modification dans la durée globale du cycle sylvicole et dans les calendriers
d’intervention par unité de gestion.

 Les choix a court terme tels que celui concernant la fréquence des prélévements dans
les peuplements ont lieu au cours d'un méme aménagement. Cet intervalle de temps entre
deux interventions dans une unité de gestion est susceptible d’étre modifié d’'un aménagement
a l'autre. C’est la plus petite échelle de temps fixée par un aménagement. Elle se traduit, dans
les peuplements parvenus a maturité sexuelle, par des modifications plus ou moins rapides de

la taille de la population reproductrice.

1.4Une gestion a différentes échelles spatiales

La premiere échelle spatiale a laquelle intervient la gestion forestiere est I'échelle individuelle
de l'arbre. En effet, lors des différentes éclaircies conduisant a la mise en régénération, le
forestier choisit des arbres sur des critéres phénotypiques et selon leur répartition spatiale. Son
objectif est ainsi de disposer d’'individus de bonne valeur phénotypique, régulierement répartis
dans l'unité de gestion dans le cas de traitement en futaie réguliere par exemple.

Le forestier peut également modifier la structure spatiale des peuplements a I'échelle de
I'unité de gestion (la parcelle ou la sous-parcelle). Dans une forét donnée, chaque unité de
gestion (et le peuplement qui lui correspond) sera en effet traitée selon la stratégie de
régénération (naturelle ou artificielle), le mode de traitement et la sylviculture (mélange,
futaie réguliére ou irréguliere) définis par le document d’aménagement de la forét. Les
décisions techniques prises dans ce cadre concernent chaque unité de gestion prise
séparément, indépendamment des unités de gestion riveraines. Chaque forét est alors
constituée d'une mosaique d'unités de composition spécifique, de structure et d'ages
différents dont les interactions (en particulier les flux de génes) ne sont pas véritablement
prises en compte dans les scénarios de gestion.

Enfin, & plus grande échelle, celle du massif composé d’'une ou plusieurs foréts elles mémes
divisées en unités élémentaires, la gestion forestiere peut conduire a une fragmentation
considérable du paysage en créant des flots discontinus d’espéeces, relativement isolés les uns

des autres. L'utilisation de matériel végétal de diverses origines lors de régénérations
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artificielles peut aussi modifier considérablement la structure génétique de larges massifs
monospécifiques. Ainsi, au lieu d'une seule origine largement répartie sur un massif, on
observe couramment des mosaiques d’origines différentes, mettant parfois en contact intime
des provenances originellement trés éloignées géographiquement. L’origine locale peut alors
se trouver diluée et dispersée au sein de peuplements d’autres origines, ce qui constitue une

autre forme de fragmentation d’une ressource génétiqgue donnée en massifs forestiers.

2. Dispersion du pollen et qualité génétique de la graine chez les

especes anémophiles

Chez les végétaux, les flux de génes integrent deux processus de dispersion : la dispersion du
pollen et la dispersion des graines. Suivre la diversité génétique au cours du renouvellement
d’'un peuplement par régénération naturelle passe par une caractérisation de la qualité des
graines a l'origine des nouveaux semis et la connaissance préalable des flux de pollen. Etant
donnée I'asymétrie fréquente entre flux de pollen et flux de graines (Streiff et al., 1998a ;
mais voir aussi Oddou-Muratorio et al., 2001) et les grandes distances que peut parcourir le
pollen (Robledo-Arnuncio et Gil, 2005), la dispersion de celui-ci est considérée comme un
déterminant majeur des flux de genes chez les arbres forestiers (Ennos, 1994). La dispersion
du pollen et la fécondation de I'ovule par le gaméte male sont les premiéres étapes de la
formation de la graine. La qualité génétique des graines définie par le taux d’hétérozygotie et
le niveau de consanguinité est donc dépendante des flux de pollen et des facteurs qui les
influencent a différentes échelles spatiales : entre arbres d’'une méme unité de gestion, entre

unités de gestion d’'une méme forét et plus largement, a I'échelle du paysage, entre foréts.

2.1 Parametres descriptifs et déterminants des flux de pollen

2.1.1 Parametres descriptifs

Régime de reproduction

Parmi les parametres utilisés pour décrire les flux de pollen, certains ne prennent pas en
compte la notion de distance entre source et puits et décrivent précisément le régime de
reproduction. D’autres, en revanche, utilisent I'information spatiale en prenant en compte la
notion de distance pour caractériser la propagation des géenes dans l'espace. Le régime de

reproduction des arbres forestiers peut ainsi étre caractérisé par :
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- le taux d’autofécondation ou d’allofécondation,

- le nombre de génotypes pollinisateurs et leur niveau de diversité génétique (on parle
de nombre efficace de péeres pollinisateurs pour s’intéresser aux arbres-peres présentant des
génotypes différents, Nep),

- la distance moyenne entre arbre mere et les différents arbres pollinisateurs

Courbe de dispersion

Apres avoir décrit le régime de reproduction, la seconde étape dans I'étude des flux de pollen
consiste souvent a modéliser une courbe de dispersion qui permet d’estimer la probabilité
pour un grain de pollen de parcourir une distance donnée. Cette fonction de dispersion,
décroissante avec la distance, peut revétir difféerentes formes (Austerlitz et al.(R2Q0r

[.7). Pour la plupart des especes forestieres étudiées, ce sont des modeles utilisant des
fonctions exponentielle puissance (Clark, 1998) qui offrent les meilleurs ajustements aux
événements de dispersion observés (Austerlitz et al., 2004 ; Oddou-Muratorio et al., 2005 ;
Robledo-Arnuncio et al., 2004a). L’avantage de cette famille de courbes est qu'elle est trés
flexible et englobe dans ses extrémes les courbes obtenues a partir de fonctions gaussienne ou
exponentielle (Austerlitz et al., 2004). La fonction de dispersion est caractérisée par deux
parameétres (Tufto et al., 1997) : un parametre d’échelle a, qui joue sur la distance moyenne de
dispersion et un parametre de formejui caractérise la queue de distribution (queue légére si

b < 1 et queue lourde si b < 1). On parle de queue lourde de dispersion lorsque, pour des
distances élevées, la décroissance de la courbe est moins forte que celle de la courbe
exponentielle. Les modéles de dispersion a queues lourdes accordent plus d'importance aux

événements de dispersion a longue distance.

2.1.2Les vergers a graines : des peuplements de référence pour I'étude des

déterminants des flux de pollen

Les vergers a graines sont des plantations d’arbres sélectionnés et de génotype connu, établies
et conduites autour de trois objectifs : 'optimisation de la production de semences, la stabilité
inter annuelle de la composition génétique de cette production et la fourniture de semences
génétiqguement améliorées sur des critéres d’intérét sylvicole (vigueur, forme, qualité du bois,
résistance a un pathogene,..). Certains de ces objectifs, notamment le niveau et ’lhomogénéité
de la production, sont partagés avec les peuplements sélectionnés porte-graines. Par contre, la

définition a priori de la composition génétique et de la structuration spatiale des vergers a
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graines permet de combiner maintien d’une diversité génétique satisfaisante et obtention de
gains génétiques par recombinaison des alleles les plus favorkdiddsa(s 1.2). En vergers a
graines comme en peuplements de production (du moins dans leur phase de renouvellement),
la production de graines est essentielle. Elle doit répondre a un double souci de quantité -
permettre de subvenir a un besoin (régénération artificielle ou naturelle) -, mais aussi de

qualité génétique suffisante.

Les caractéristiques des vergers a graines en font des modeles simplifiess de
peuplement forestier . présence d'une seule espéce, origine génetique connue de chaque
individu, répartition spatiale précise et réguliére des tiges, absence de structuration génétique,
flux de génes extérieurs nuls ou limités. Leur nombre réduit de génotypes, la possibilité de
décrire chaque individu pour de nombreux caracteres, la gestion florifere appliquée et la
facilité de récolte de semences rendent en outre plus aisée I'étude des flux de genes et de leurs
déterminants. L'analyse, en vergers a graines, des déterminants susceptibles de modifier la
qualité génétique des graines produites peut donc constituer une premiere approche des flux
de pollen dans les peuplements forestiers. Toutefois I'extrapolation des résultats obtenus a

partir d’études en vergers vers les peuplements forestiers devra étre menée avec précaution.

2.1.2.1.Des taux de contamination variables et des causes multiples

En verger a graines, produire des variétés améliorées ou garantir une origine génétique
particuliere, nécessite de s’assurer que la population de reproducteurs composant le verger
n'est pas pollinisée par des individus extérieurs au verger. De telles contaminations
polliniques peuvent provoquer une modification de la composition génétique des lots de
semences et/ou une diminution du gain génétique espéré (Wheeler et Jech, 1986 ; Stoehr et
al., 2004). Les recherches ont porté tres tot sur I'estimation de cette contamination (évaluée
par la proportion de graines issues de pollinisation par des peres situés hors verger), soit par
piégeage de pollen (Castaing et Vergeron, 1976 ; Geary, 1970) soit par analyse de
descendances maternelles a I'aide de marqueurs moléculaires de type isozyme (Nagasaka et
Szmidt, 1985 ; Harju et Nikkanen, 1996) ou microsatellite (Plomion et al., 2001 ; Moriguchi

et al., 2007).

Les taux de contamination estimés, bien que variables entre vergers et entre individus au sein

d’'un méme verger (Moriguchi et al., 2005 ; Slavov et al., 2005a), se révélent souvent tres
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N Taille verger Nombre de clones . . Taux de e

Espéce Lieu Outils Isolement s Référence
(ha) (ramets par clone) contamination (%)

Abies alba NA 12 (21) Danemark Microsatellites >1km 1.4(0-2.7) Hansen, 2008
Abies sp. NA 13 (28) Danemark Microsatellites >1km 4.3(0-7.1) Hansen et Kjaer, 2001
Cryptomeria japonica 61.4 26 (14.8) Japon Microsatellites <100m 39.2 (23.3-60) Moriguchi etal ., 2005
Cryptomeria japonica 2.8 54 (11.3) Japon Microsatellites <100m 40.8 (13.3-76.7) Moriguchi etal ., 2005
Cryptomeria japonica 52 62 (8.5) Japon Microsatellites <100m 47.8 (33.3-73.3) Moriguchi etal ., 2005
Cryptomeria japonica 27.9 24 (53.3) Japon Microsatellites <100m 50 (13.3-70) Moriguchi etal ., 2005
Cryptomeria japonica 47.3 35 (4.2) Japon Microsatellites <100m 65.8 (43.3-80.0) Moriguchi etal ., 2005
Cryptomeria japonica 2.8 54 Japon Microsatellites <100m 38.7 Moriguchi etal., 2007
Larix kaempferi 2.2 10 (38) Danemark Microsatellites >1km 2.8(0-5) Hansen, 2008
Larix occidentalis Nutt. NA 41 (31) Canada Microsatellites <100m 22 (5-36) Funda egl ., 2008
Picea abies 0.89 118 (5) Pologne Isozymes <100m 83.1 (80.7-95.8) Burczyk etal., 2004
Picea abies 13.2 67 Finlande Isozymes <100m 70 (51-87) Nikkanen, 2002
Picea abies 13.2 67 (70) Finlande Isozymes <100m 62.8 (55-68) Pakkainen eal ., 2000
Picea abies 13.2 67 (47) Finlande Isozymes <100m 76 (70-81) Pakkainen e&l ., 2000
Picea abies 15 50 Suéde Isozymes 200-500m 59 Paule etl ., 1993
Picea abies 11 50 Suede Isozymes NA 43 Paule etl ., 1993
Picea glauca NA NA Canada Isozymes >1km 0.1-0.6 Schoen et Stewart, 1987
Picea glauca NA NA Canada Isozymes >1km 1 Stewart, 1993
Picea mariana 2.8 NA USA Pieges a pollen 200-500m 32-83 Caron et Lebalnc, 1992
Picea mariana NA NA USA Isozymes 200-500m 31.4-62.3 Caron, 1987
Pinus brutia 11.2 28 (60) Turquie Isozymes <100m 85.7 Kaya etal., 2006
Pinus contorta 4.4 39 (46) Canada Microsatellites 200-500m 8 (0-13) Stoehr et Newton, 2002
Pinus elliottii 2 9 USA Monoterpénes <100m 83.5 Squillace et Long, 1981
Pinus pinaster 11.8 NA France Microsatellites <100m 36.5 (19-76) Plomion etal., 2001
Pinus pinaster 4 60 France Microsatellites 200-500m 52.4 Fernandez el ., 2008
Pinus sylvestris 14 42 Suéde Isozymes <100m 53.3-57 Lindgren, 1994
Pinus sylvestris 6 30 Suede Isozymes <100m 37.8 (10-80) Nagasaka et Szmidt, 1985
Pinus sylvestris 14 42 Suede Isozymes <100m 52 (51-55) Wang etal ., 1991
Pinus sylvestris 14 42 Suéde Isozymes <100m 34.2 (28-43) Yazdani efal ., 1995
Pinus sylvestris 125 NA Finlande Isozymes 200-500m 36 El Kassaby edl ., 1990
Pinus sylvestris 125 NA Finlande Isozymes 200-500m 72 (59-78) Yazdani et Lindgren, 1991
Pinus sylvestris NA 32 Pologne Isozymes >1km 13.3-17.7 Burczyk, 1992
Pinus sylvestris 22.9 NA Finlande Isozymes >1km 47.9 Harju et Nikkanen, 1996
Pinus sylvestris 2 36 (25) Allemagne Isozymes >1km 1.1-2.3 Muller-Starck, 1982
Pinus sylvestris 22.7 NA Finlande Isozymes >1km 44.8-52 Pakkanen et Pulkkinen, 1991
Pinus sylvestris 16 60 Suéde Isozymes NA 21 El Kassaby eél., 1990
Pinus sylvestris 3 NA Finlande Isozymes NA 33 Harju et Munoa 1989
Pinus sylvestris 3.2 NA Finlande Isozymes NA 25 (17-39) Harju et Munoa 1994
Pinus tabulaeformis 20 49 Chine Isozymes >1km 46.2 (35.4-58.3) Shen etl,. 2007
Pinus taeda 2 25 (12) USA Isozymes <100m 36 Friedman et Adams, 1985
Pinus thunbergii 0.5 16 Japon RAPD 200-500m 2.4 Goto etal., 2002
Pseudotsuga menziesii 20 25 (7.5) USA Isozymes <100m 48.9 (42.1-60.6 ) Adams eal., 1997
Pseudotsuga menziesii 4 NA Canada Isozymes <100m 65 (29-100 ) Fast el., 1986
Pseudotsuga menziesii 21 59 (6) USA Microsatellites <100m 35 (31-41.3) Slavov efal., 2005
Pseudotsuga menziesii 20 25 (7.5) USA Isozymes <100m 52 (43-64) Smith et Adams, 1983
Pseudotsuga menziesii NA 20 (6) USA Microsatellites <100m 40 Stoehr etal., 1998
Pseudotsuga menziesii 4 80 USA Isozymes 200-500m 5-15 Clare, 1982
Pseudotsuga menziesii 4 80 USA Isozymes 200-500m 2 (0-6.6) El Kassaby et Ritland, 1986
Pseudotsuga menziesii 4 80 USA Isozymes 200-500m 15 Fashler et Devitt, 1980
Pseudotsuga menziesii NA NA NA Modélisation NA 30 Sorensen, 1972

Tableau 1.3 : Estimation de taux de contamination pollinique en vergers a graines chez
plusieurs espéces forestieres. Sont présentées la moyenne du verger ou lorsqu'elle est
disponible I'étendue de variation pour différents individus du verger. L'isolement correspond

a la distance minimale au premier groupe d’individus de la méme espece, qu’il soit de méme

origine génétique ou non. NA, données non disponibles.
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élevés et peuvent varier de 1 a 90%akleau 1.3). Cette forte variabilité peut s’expliquer
par :

- le degré d’isolement du verger par rapport aux boisements voisins de méme espece et
la taille relative des peuplements voisins sources potentielles de pollen (Moriguchi et
al., 2005) comparée a celle des vergers a graines (Adams et al., 1997). En effet pour de
nombreuses especes sociales telles que le douglas, le pin sylvestre ou les épicéas, les
vergers a graines sont souvent installés dans la zone d’amélioration ou breeding zone
pour laquelle est produite la graine améliorée. Le niveau d’isolement est dans ce cas
souvent faible.

- la position des arbres meres en verger et notamment leur distance a la lisiere du
verger, voisins ou l'exposition du verger aux vents dominants (Moriguchi et al.,
2005 ;Yazdani et Lindgren, 1991 ; Adams et al., 1997 ; Plomion et al., 2001 ; mais
voir Fernandes et al., 2008) ;

- une variation de la densité de tiges a l'intérieur du verger (Caron et Leblanc, 1992 ;
Pakkanen et al., 2000) ;

- une faible production de pollen au sein de verger a graines (Kaya et al., 2006 ; Wang
et al.,, 1991 ; Muona et Harju, 1989), notamment dans les jeunes vergers, la maturité
sexuelle femelle intervenant plus tét que la maturité sexuelle méale chez de nombreuses
especes ;

- la synchronie de floraison entre les arbres du verger et ceux des boisements alentours
(Adams et al., 1997) ainsi que la variabilité de précocité de floraison femelle au sein
méme du verger, les individus les plus précoces ou tardifs étant les plus soumis a
contamination (Slavov et al., 2005a; Yazdani et Lindgren, 1991 ; El-Kassaby et
Ritland, 1986 ; Yazdani et al., 1995).

Les études de flux de pollen conduites en vergers a graines permettent de mettre en avant
trois facteurs principaux qui peuvent influer sur le taux d’immigration : le degré d’isolement

du verger, sa taille et la densité d’individus reproducteurs, les caractéristiques de floraison de
ses composants (phénologie et floribondité). Bien qu’'une augmentation de lisolement
permette de réduire la contamination, on observe des taux de contamination pouvant s’élever
a 45% méme pour des vergers isolés de plus d'un kilométre mais installés dans des zones ou
I'espéce reste importanté-igure 1.8). Seul un isolement plus marqué peut sensiblement
réduire le taux de contamination. Cette distance, bien que relativement facile a respecter pour

la mise en place de vergers, reste toutefois largement supérieure aux dimensions moyennes
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Figure 1.8 : Variation du taux de contamination pollinique en vergers a graines en fonction de
son degré d’isolement. Graphique réalisé a partir des estimations présentées dans le tableau
I.3. Des lettres différentes indiquent une différence significative des taux de contamination au
risque de 5%.
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des unités de gestion que constituent les parcelles forestieres. Il apparait ainsi difficile de
gérer la régénération naturelle d'une parcelle sans prendre en compte la nature des
peuplements voisins, leurs flux de pollen et les conséquences de ces derniers sur les

caractéristiques génétiques des graines produites dans la zone a régénérer.

Une forte proportion de contamination dans les vergers relativement isolés peut également
étre due a la faible surface de certains d’entre eux, rendant la part relative du pollen extérieur
plus grande et induisant ainsi une plus forte pollinisation par des individus situés hors verger
(Mass action hypothesis, Holsinger, 1991b). Ce ratio entre masse de pollen intra verger et
masse de pollen extérieur peut également expliquer un taux de contamination élevée dans les
vergers réecemment mis en place et produisant peu de pollen, comparé a celui de vergers plus
ages (Kaya et al., 2006). En peuplement forestier, la taille de la parcelle jouera donc un réle
important, en plus de son degré d’isolement. Cette double nécessité est d’ailleurs prise en
compte dans les réseaux de conservatiagitu dont les unités conservatoires possedent une
zone centrale de I'ordre d’'une dizaine d’hectare, entouré par une zone tampon d’environ 100
hectares : la zone tampon joue donc un double réle, permettant a la fois d’isoler la zone
centrale des peuplements extérieurs en servant de piége a pollen, mais aussi en produisant des

grandes quantités de pollen qui diminuent la part relative de pollen extérieur.

Malgré la prise en compte des facteurs de taille, d’age et d’isolement, il subsiste cependant
une part de variabilité difficile a expliquer, qu’'on peut en partie attribuer aux variations
interannuelles de production de pollen (Kang et al., 2001a) qui peuvent modifier le taux de

contamination en verger.

A [l'échelle individuelle des arbres intra verger, la forte hétérogénéité du taux de
contamination observée peut s’expliquer par la position des individus échantillonnés par
rapport a la lisiere du verger (Nikkanen et al., 2002 ; Yazdani et Lindgren, 1991) ou par le
degré de décalage phénologique entre arbres-méres du verger et les différents pollinisateurs
présents dans le verger (Harju et Nikkanen, 1996).

2.1.2.2.Une taille efficace réduite par rapport a la taille potentielle

de la population reproductrice

De nombreuses études sur la floraison des vergers a graines de coniferes ont mis en évidence
une forte variabilité individuelle pour la phénologie et 'abondance de floraison (Kjaer 1996,

Savolainen et al., 1993 ; Matziris, 1994). Ce phénomeéne, a I'origine de contributions
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gamétiques inégales entre individus (Moriguchi et al., 2007 ; Stoehr et Newton, 2002), a pour
conséquences de réduire la taille efficace de la population (Kjaer, 1996 ; Nikkanen et
Ruotsalainen, 2000) et de faire varier la composition génétique (apparentement, diversité,...)
des graines produites (Kjaer et Wellendorf, 1998 ; Kang et Lindgren, 1998 ; Xie et Knowles,

1994).

On peut estimer la taille efficace de la population en verger a graines a partir de deux
méthodes : (i) 'observation des phénologies et les abondances de floraison pour en déduire la
taille de la population reproductrice ou (ii) 'analyse des descendances maternelles a l'aide de
marqueurs génétigues pour estimer le nombre d’individus qui participent réellement a la
reproduction.

Quelle que soit la méthode utilisée, on observe toujours une taille efficace de réduite par
rapport au nombre de génotypes reproducteurs mis en place dans le verger. A partir
d’observations sur la phénologie et I'abondance de floraison, Gomory et al (2000) mettent en
evidence sur trois vergers a graines de pin sylvestre une taille efficace de population
équivalente a 48-72% de l'effectif initial présent dans les vergers. Une étude identique sur
Pinus brutia (Nikkanen et Ruotsalainen, 2000) aboutit a des estimations similaires : 59 a 84%.
Lors d’'analyse de descendances maternelles, le patron observé a partir des données de
fructification se confirme : la taille efficace de population est considérablement réduite par
rapport a la taille potentielle (Stoehr et Newton, 2002). Dans certains cas, la population
efficace semble cependant peu réduite et peut compter jusqu’a 92% des individus (Muona et
Harju, 1989). En peuplement forestier, on peut donc s’attendre a une diminution de la taille

efficace de la population au moins aussi forte que celle observée en vergers a graines.

2.1.2.3.Un grand nombre de péres différents pollinisant chaque arbre

by

ere

Malgré cette diminution de la taille efficace de la population le nombre de péeres par mere,
bien que trés variable d'un individu a l'autre (Roberds et al., 1991), apparait élevé pour
'ensemble des especes résineuses a pollinisation anémophile étudiées (Stoehr et Newton,
2002 ; Burczyk et al., 1996 ; Roberds et al., 1991). A titre d’exemple, Burczyk (1996) estime
que pour 1280 graines de pin sylvestre récoltées sur 32 meres, la taille de la population
pollinisatrice avoisine 100 a 150 individus. En analysant le régime de reproduction de deux

vergers de Pinus taeda et de Pseudotsuga men&tebierts et al (1991) soulignent
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I'influence de la phénologie sur le nombre efficace de péres (Nep). Aux arbres a floraison
femelle tardive ou précoce sont ainsi associés des Nep plus faibles qu’aux arbres méres dont
la réceptivité se situe au pic de production de pollen du verger. Pour le Douglas, les
estimations de Nep varient de 2 a 15 pour 15 graines analysées par ramePetysotaeda

de 10 a 30 pour 56 graines (Roberds et al., 1991). Bien que ces jeux de données soit trop
réduit pour pouvoir prédire précisément le nombre de péres efficaces (intervalle de confiance
tres grand), cette étude met tout de méme en avant la variabilité inter individuelle du nombre

de peres efficaces par mere mais aussi sa valeur élevée chez ces deux coniferes.

En vergers a graines, les individus sont le plus souvent installés a grand écartement de fagon a
favoriser les floraisons males et femelles. lls bénéficient le cas échéant de protocoles de
stimulations florales visant a réduire les écarts de floraison entre individus et sont organisées
spatialement de maniere a favoriser la panmixie et la contribution d’'un maximum de peres.
Les peuplements naturels, a l'inverse, ne bénéficient pas de ces conditions : on peut donc
s’attendre a ce que la taille efficace et le nombre de péres par mere y soient encore plus

réduits qu’en verger a graines.

2.1.2.4 De faibles taux d’autofécondation

bY

Les taux d'autofécondation observés en vergers a graines sont généralement faibles et
relativement similaires d’un individu a l'autre, avec des estimations variant entre 1 % et 8 %
chez le pin sylvestre (Muller-Starck, 1982 ; Muona et Harju, 1989 ; Gomory et al., 2000). Les
valeurs observées sont comparables pour les autres especes de coniféres et tres généralement
inférieures a 10% sauf exception (Hansen et Kjaer, 2006 Abias: 32%). Il convient
cependant de remarquer que les taux d’autofécondation estimés a partir d’analyses sur les
seules graines viables.q graines pleines) sont généralement sous-estimés : en effet, la
dépression de consanguinité est chez plusieurs especes de pins a l'origine d’avortements
embryonnaires précoces qui diminuent drastiguement le taux de développement des graines

autofécondées (Gomoary et al., 2000).

Les estimations des taux d’autofécondation en peuplements de production se rapprochent
des valeurs observées en vergers avec des valeurs de 1 a 6% pour le pin sylvestre (Robledo-
Arnuncio et al., 2004a). Il est a noter que des taux moyens de 25% ont été observés dans des
peuplements de petite taille et trés isolés de cette méme espéce (Robledo-Arnuncio et al.,

2004b). Comparés aux vergers, les peuplements de production semblent présenter une plus
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forte variabilité de taux d’autofécondation entre individus (0-75% pour Robledo-Arnuncio et

Gil, 2005). Cette variabilité plus forte peut étre expliguée notamment par une répartition
spatiale irréguliere des arbres en peuplement naturel : certains sont situés dans des zones peu
denses en reproducteurs, situations plus favorables a I'autofécondation lorsque la quantité de
pollen devient limitante (Robledo-Arnuncio et al., 2004b). Les fortes hétérogénéités de
structure et de répartition spatiale des individus généralement observées dans les peuplements
forestiers constituent une différence majeure avec les vergers a graines ou les reproducteurs
sont régulierement répartis et cette différence devra étre prise en compte dans I'analyse des

flux de pollen en peuplements forestiers.

2.1.2.5.Une forte variabilité des contributions polliniques des

reproducteurs, des causes multiples

En analysant des descendances maternelles a I'aide de marqueurs génétiques, il est courant
d’observer que tous les individus d’un verger a graines ne participent pas a la création du pool
de graines et que les contributions individuelles males dans les descendances varient d’'un
individu a l'autre. D’une maniere générale, quelques individus contribuent pour une part
relativement élevée alors qu’'un trés grand nombre d’individus contribuent treéEpeu
Kassaby, 1995; Burczyk et al., 1997; Gomory et al., 2000). D’apres différentes études,
seulement 20 a 40% des individus produisent 60 a 75% des gametes males a l'origine des
graines récoltées (Yazdani et al., 1995 ; Hansen et Kjaer, 2006 ; O'Reily et al., 1982 ; Schoen
et Stewart, 1987). A titre d’exemple, la contribution gamétique male individuelle (ou
fécondité male) peut ainsi varier de 0,3% a 9,4% des graines produites (Stoehr et Newton,
2002) et peut méme parfois atteindre 34% (Stewart, 1994). Une telle variabilité individuelle

des succes reproducteurs males peut avoir différentes causes.

Le synchronisme de floraison

La phénologie de floraison est probablement le déterminant qui influence le plus le succes
reproducteur male des individus (Wheeler et al., 1992 ; Ericksson et Adams, 1989 ; Burczyk
et Prat, 1997). Un décalage phénologique de floraison trop important peut empécher le
croisement entre certains individus ; de plus le succes reproducteur des individus dont la
période d’émission du pollen est décalée par rapport a la période de réceptivité de la majorité
des fleurs femelles peut étre considérablement diminué. Les croisements entre individus

synchrones sont donc favorisés (Slavov et al., 2005a ; Erickson et Adams, 1989 ; Goto et al.,
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2002), et le succes reproducteur d’'un individu péere pour un arbre mére donné est d’autant plus
élevé que la durée de synchronisme des floraisons est longue (Burczyk et Prat, 1997).

En peuplement naturel et a I'échelle d’'une unité de gestion de plusieurs hectares, on peut
également s’attendre a des décalages de phénologie de floraison d’ampleur au moins égale a
celle observée en vergers. Les données disponibles sont tres rares mais quelques travaux
disponibles (consacrés aux possibilités d’hybridation entre taxons) mettent effectivement en
évidence une variabilité des phénologies de floraison, méle et femelle (Boratynsky et al.,

2003 ; Bouchet, 2007) chez le pin sylvestre notamment.

La distance entre source et puits de pollen

Outre la phénologie de floraison, la distance entre individu source et puit de pollen joue un
réle prépondérant (Moriguchi et al., 2007, Erickson et Adams, 1989). Ainsi, bien que des
événements de dispersion a longue distance existent, la majorité du pollen est dispersé a
courte distance : Les distances moyennes de dispersion du pollen sont de S5@rcgemur
glauca (Schoen et Stewart, 1987) ; 30m pBurus tabulaeformigShen et al., 2007). La
probabilité de croisement diminue avec la distance entre source et puits (Burczyk et Prat,
1997 ; Shen et al., 1981 ; Yazdani et al., 1989). Il apparait ainsi que des croisements
privilégiés ont lieu entre arbres voisins : pour un méme arbre mere, les individus males les
plus proches auront des contributions polliniques plus fortes que des individus plus éloignés.
Toutefois, l'effet distance peut apparaitre non significatif lorsque le synchronisme de
floraison n’est pas pris en compte (Erickson et Adams, 1989), alors que dans les cas de forte
synchronie, il peut expliquer plus de 38% de la variabilité du succés reproducteur (Erickson et
Adams, 1989).

Contrairement aux vergers a graines, les peuplements forestiers ne bénéficient pas d'une
répartition spatiale rigoureusement homogene des arbres reproducteurs. Les caractéristiques
de voisinage (densité locale de péres potentiels) peuvent donc varier sensiblement d’'un arbre
meére a l'autre et ces variations locales dans la structure spatiale du peuplement vont renforcer

les effets distance observés en verger.

La fertilité male des individus

La fertilité male des individus, i.e leur capacité a engendrer des descendants, est
proportionnelle a la quantité de pollen qu’ils produisent. Toutes choses étant égales par
ailleurs (distance et phénologie), les individus dont la floraison méle est la plus abondante ont

un succes reproducteur plus élevé (Moriguchi et al., 2007 ; Burczyk et Prat, 1997 ; Stoehr et
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Newton, 2002 ; Schoen et Stewart, 1987). La prise en compte de la fertilité et de la
phénologie permet d’expliquer une part importante de I'hétérogénéité des contributions
observées (18% pour Moriguchi, 2007 ; 75% pour Schoen et Stewart, 1987). Cependant,
l'effet de la fertilité male peut apparaitre significatif seulement pour des individus a
phénologie intermédiaire ou tardive ; on peut alors supposer qu’en début de période de
floraison, alors que peu de pollen est produit, le recouvrement des périodes de floraison
constitue le facteur déterminant du succes reproducteur male (Burczyk et Prat, 1997).

En peuplements forestiers, on peut émettre I'hypothése d'une variabilit¢ de fertilité
individuelle au moins égale a celle observée en vergers a graines, cette caractéristique n’étant
pas (fertilité male) ou peu (fertilité femelle) prise en compte par les gestionnaires comme
critere de sélection des arbres tout au long du cycle sylvicole. Les conséquences de cette

variabilité devraient donc étre au minimum égales a celles mesurées en vergers a graines.

L’anisotropie de dispersion du pollen

L’anisotropie des patrons de dispersion du pollen a été relativement peu étudiée. La
principale difficulté vient du fait que la direction des vents peut varier fortement durant la
période de pollinisation qui est relativement courte, alors que la plupart des approches ne sont
capables de détecter l'anisotropie que si la dispersion se fait dans une seule direction
privilégiée (Burczyk et Prat, 1997). A partir d'une approche par capture des alléles rares, Shen
et al (1981) ont montré que la dispersion avait lieu préférentiellement dans la direction des
vents dominants. Burczyck et Prat (1997) ont montré en revanche que, bien qu’il n’existe pas
de direction privilégiée pour I'ensemble des individus étudiés dans un verger, le
regroupement des individus males en classes de phénologie permet de mettre en avant une
anisotropie significative dont la direction varie selon celle des vents en début de période de
floraison de chaque classe. Ainsi, en cas d’anisotropie et tous autres facteurs égaux par
ailleurs (distance, phénologie et fécondité), les péres situés dans une certaine direction par
rapport a I'arbre mere ciblé auront un succes reproducteur plus éleve.

La disposition spatiale irréguliére des tiges peut constituer une source supplémentaire (par
rapport aux vergers) d’anisotropie par les modifications possibles de la circulation des flux

d’air au-dessus et a l'intérieur des peuplements naturels.
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2.1.2.6.De fortes variations inter annuelles de fertilités méale et

femelle

De larges variations interannuelles de fertilités males et femelles des individus ont
couramment été observées (Bila, 2000 ; Kang et al., 2001a; Schoen et al., 1986). Ces
variations peuvent étre dues aux conditions climatiques plus ou moins favorables au moment
de l'initiation florale, I'année précédent la floraison mais aussi aux conditions climatiques
'année de floraison (gelées tardives, pluies limitant la dispersion de pollen). En verger, les
variations de fertilité méale, dues notamment aux conditions climatiques (Krouchi et al., 2004),
semblent cependant supérieures a celles de la fertilité femelle (Bila, 2000 ; mais voir Schoen,
1985). Il en résulte des variations inter annuelles du taux de contamination (Shen et al., 2007 ;
Fast et al., 1986), mais aussi des variations dans le régime de reproduction (Shen et al., 2007),
dans le succeés reproducteur male et dans la taille efficace de la population (Schoen et Stewart,
1987). Les années ou le pollen est peu abondant, ces variations peuvent aussi engendrer une

augmentation du coefficient d’apparentement des graines produites (Kang, 2001).

2.2Comment extrapoler les connaissances acquises en verger a graines aux

peuplements forestiers de production ?

L’analyse des travaux menés en vergers a graines a permis de mettre en avant les principaux
déterminants des flux de pollen qu’on peut regrouper en trois classes :

- les déterminantsotalement dépendantsde la gestion du peuplement reproducteur:
distance entre arbres, présence d'écrans physiques entre individus, nombre de
reproducteurs ;

- les déterminantgpartiellement controlables par la gestion de ce peuplement:
floraison, fructification, dimension des tiges et de leurs houppiers ;

- les déterminantsndépendantsde la gestion de ce peuplement: climat, topographie,
voisinage du peuplement pouvant participer a la pollinisation, phénologie de floraison
et sa variabilité, compétition pollinique.

A partir du modele simplifié de peuplement forestier que représente un verger a graines, il
apparait important de réévaluer I'importance de ces différents déterminants en situation de

peuplement forestier faisant I'objet d’'une gestion préparatoire a la régénération naturelle. Ces
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Espéece

Taille de voisinage
prise en compte

Nombre individus
dans voisinage

Taux
immigration (%)

Type de peuplement

Référence

Araucaria angustifolia
Fraxinus sp.

Pinus attenuata
Pinus densiflora
Pinus flexilis

Pinus pinaster

Pinus sylvestris
Quercus macrocarpa
Quercus sp.

14 ha
300 ha
0,04 ha
9,12 ha
11 ha
0,78 ha
30 km
5 ha
5,76 ha

56
88
79
NA
290
396
36
62
296

54
45-65
55-61
31
6,5
85
4,3
55

67

Massif

Paysage fragmenté
Petit peuplement isolé
Massif

Petit peuplement isolé
Massif

Petit peuplement isolé
Paysage fragmenté
Massif

Bittencourt & Sebenn, 2007
Bacles et al., 2005

Burckyk et al., 1996

Lian et al., 2001

Schutter & Mitton, 2000
Robledo et al., 2005
Gonzales-Martinez et al., 2006
Dow & Ashley, 1998

Streiff et al., 1999

Tableau 1.4 : Estimation de taux dimmigration du pollen en peuplements forestiers pour
différentes especes anémophiles. Les différences de tailles de voisinage mais aussi de types de
peuplements rendent difficile la comparaison entre études.
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déterminants affecteront a la fois la diversité génétique du peuplement reproducteurs et les

flux de génes intra et inter-parcelles au moment de la mise en place de la régénération.

2.2.1Immigration, pool génétique et performances adaptatives

En verger a graines, les espérances de gains génétiques et le contréle du niveau de diversité
sont estimées en supposant un fonctionnement panmictigue du verger (événements de
recombinaison équiprobables entre tous les individus du verger). L’écart entre gain génétique
(resp. diversité génétique) attendu et gain génétique (resp. diversité génétique) observe
dépendra de la variabilité des contributions parentales mais aussi du taux de contamination
par du pollen extérieur (Stoehr et al.,, 1998). De méme en peuplement forestier, la qualité
génétique des graines assurant la régénération naturelle dépendra des taux d’immigration et de
I'hétérogénéité des contributions parentales.

Dans les peuplements forestiers, le taux d’immigration de pollen se définit pour un arbre-mére
donné comme le pourcentage de graines pollinisées par des arbres situés en dehors d'un
voisinage défini comme centré sur cet arbre et souvent inclus dans les limites de l'unité de
gestion. Bien que difficilement comparables les uns aux autres en raison des différences de
taille de voisinage étudiée et de type de peuplement, les taux d’immigration observés en
peuplements forestiers sont d’ordre de grandeur similaire a ceux mesurés en vergers a graines
(Tableau 1.4) et permettent de supposer I'existence de flux déepaton négligeables a

longue distance. Si les peuplements isolés sont moins sujets a ces flux hors parcelles que les
peuplements situés dans de larges massifs, ces taux restent significativement différents de
zéro méme lorsque la distance d’'isolement dépasse 30km (Robledo-Arnuncio et Gil, 2005).
Les conséquences geénétiques de ces flux de pollen entre unités de gestion dépendent non
seulement de 'ampleur du phénomene mais aussi du degré de différenciation génétique entre
les populations concernées (ElI Kassaby et al.,, 1989 ; Hartl et Clark, 1989). De fortes
différences dans la composition génétique des unités de gestion impliqguées dans ces échanges
peuvent profondément affecter le pool génétique des graines produites, et ce méme si le taux
d'immigration est faible (Lindgren et Mullin, 1998). Dans les massifs forestiers, le transfert

de matériel forestier de reproduction (graines ou plants) consécutif a des opérations de
plantations se traduit souvent par un rapprochement géographique entre espéces ou
provenances jusqu’alors isolées les unes des autres. Etant donnée I'ampleur des flux de génes

observés en vergers, on peut supposer que de telles situations vont se traduire par des
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échanges génétiques entre populations génétiguement différeheidemps nécessaire pour
mesurer les conséquences de tels flux de pollen sur les capacités d’adaptation des populations
locales gu’elles soient autochtones ou non est long et la méthodologie d’évaluation difficile a
mettre en ceuvre. Cependant, Aho (1994) a déja mis en évidence l'influence de I'origine du
pollen sur la tolérance au froid chez des jeunes semis issus de descendances maternelles de
pin sylvestre : les semis issus de pollinisation par des péres provenant de populations situées
au Sud sont plus sensibles au froid que ceux issus de peres provenant de populations

nordigues.

Lors de la mise en régénération d'un peuplement, le gestionnaire forestier ne peut donc pas
considérer ce dernier comme une population isolée mais comme un groupe d’arbres qui
interagit avec son voisinage y compris via des flux de pollen. Toutes les actions visant a
assurer une production optimale de graines pour la régénération naturelle doivent alors tenir
compte de la présence et de la nature de boisements interfertiles a I'échelle du massif et du
paysage. Cette prise en compte est encore plus cruciale dans le cas particulier de la gestion de
ressources génétiques originales et intéressantes a conserver, pour lesquels les phénomenes

d'immigration jouent un rble essentiel dans la définition de stratégies de conservation.

2.2.2Conséquences du choix des reproducteurs sur la taille efficace de la

population a renouveler

La capacité a se reproduire, c’est a dire a produire du pollen et des graines, est un des facteurs
les plus importants dans I'évolution et la gestion génétique des populations. Dans un
peuplement adulte parvenu a maturité sexuelle et pour une année donnée, seule une partie des
individus participe activement a la reproduction (El-Kassaby, 1995). Tous les individus ne
fleurissant pas chaque année, on observe une forte variabilité inter annuelle dans la
composition et la taille de la population reproductrice (Dodd et Silvertown, 2000 ; Finkeldey

et Ziehe, 2004). Cette variabilité induit des variations quantitatives et qualitatives des graines
produites (Konnert et Behm, 1999 ; Stoehr et al., 2005) et peut se traduire par une perte de
diversité génétiqgue chez les semences par rapport a la population reproductrice (Bila, 2000).
Malgré ces variations interannuelles, un grand nombre de péres participent chaque année a la
reproduction (83-125 dans I'étude réalisée Rimus sylvestrigpar Robledo-Arnuncio et al.,

2004b ; voir aussi revues de Smouse et Sork, 2004 et Hardy et al., 2004). Ce nombre efficace
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de péres (Nep) augmente quand la densité du peuplement diminue (El-Kassaby et Jaquish,

1996), probablement en raison d’'un meilleur brassage du pollen en milieu ouvert.

La plupart des traits de reproduction sont connus pour étre sous fort contrble génétique
(Byram et al., 1986 ; Fries, 1994), et I'existence de génotypes bon producteurs de pollen et de
graines a déja été mise en évidence dans de nombreux vergers (Burczyk et Chalupka, 1997 ;
Kang and Lindgren, 1998) et peuplements naturels (Linhart et al., 1979). Chez plusieurs
especes monoiques étudiée, il semble également fréquent d’observer une assymétrie de
floribondité male et femelle (Burczyk et Prat, 1997 ; Muona et Harju, 1989). Bien que des
variations environnementales (difficlement contrélables) puissent également modifier
I'aptitude a la floraison (Krouchi et al.,, 2004), la capacité individuelle a se reproduire
mériterait d’étre évaluée et prise en compte, dans les programmes de conservation de
ressources génétiques (Varghese et al., 2000, Meffe et Carroll, 1997) mais aussi dans le cadre
de la gestion ordinaire lors de la sélection des arbres destinés a renouveler un peuplement. A
défaut, la quantité et la diversité des graines produites risquent d’étre négativement affectées
par la sélection involontaire de reproducteurs a faible capacité de production de pollen et de
graines qui se traduirait par une réduction induite de la taille efficace de la population en
cours de régénération. Il conviendrait de moduler le choix d'une densité finale de
reproducteurs pour tenir compte de conditions pédoclimatiques plus ou moins favorables a la

production de pollen.

2.2.3Sylviculture a I'échelle de I'unité de gestion et régime de reproduction

Plusieurs auteurs de synthéses récentes regrettent explicitement le peu de données disponibles
sur les relations entre diversité génétique des principales especes forestieres et modes de
conduite des peuplements actuels (Ledig, 1992 ; Savolainen et Karkkainen, 1992 ; Rotach,
1994 ; Finkeldey et Ziehe, 2004 ; Marquardt et al., 2007). L'influence de la sylviculture et
notamment celle du type d’éclaircies sur le régime de reproduction s’appuie généralement sur
la comparaison entre la diversité génétique des adultes du peuplement et celle de la
régénération dans un peuplement de taille réduite appartenant le plus souvent a un massif
forestier plus vaste (Robledo-Arnuncio et al., 2004a). Les travaux réalisés ont conclu dans
leur majorité a I'absence d'effet de la densité ou du type d’éclaircies sur le systéme de
reproduction des espéces forestieres anémophiles (Neale et Adams, 1985 ; Morgante et al.,
1991 ; Stoehr, 2000 ; Perry et Bousquet, 2001). Il apparait ainsi qu’en situation de larges

massifs forestiers les flux de pollen entre parcelles sont assez forts pour masquer l'influence,
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sur le régime de reproduction, de la sylviculture appliquée localement & une unité de gestion.
Bien gqu'apparemment sans influence sur les caractéristiques génétiques globales d’une
population d’arbres forestiers considérée dans son ensemble a I'’échelle d’'un massif étendu,
rien n’indique pourtant qu'a une échelle plus faible, les flux de pollen ne soient pas affectés

par les choix sylvicoles.

2.2.4Structure du peuplement, autofécondation et consanguiniteé.

A T'échelle du peuplement, une corrélation négative entre densité d’arbres reproducteurs et
taux d’'autofécondation a pu étre mise en évidence pour certaines espaaespbnderosa :

Farris et Mitton, 1984 Larix laricina : Knowles et al., 1987 Pinus sylvestris Robledo-
Arnuncio et al., 2004b), mais pas pour d’autrédse{udotsuga menziesiiNeale et
Adams,1985 Pinus jeffreyi: Furnier et Adams, 198®icea abies Morgante et al., 1991).

Dans certains cas, ces différences peuvent étre, en partie au moins, expliqguées par I'écologie
de la reproduction des espéces (El-Kassaby et Davidson, 1991), la structure des peuplements
(El-Kassaby et Jaquish, 1996), ou par des seuils de densité variables entre especes (Pichot et
al 2006). Toutefois, aucune étude ne caractérise précisément I'environnement du peuplement
étudié (peuplement isolé, partie d’'un vaste massif). Pourtant, étant donnée la forte proportion
de graines autofécondées mesurée dans un peuplement isolé de pin sylvestre (25% en
moyenne pour Robledo-Arnuncio et Gil, 2005), on ne peut écarter I'’hypothese de l'influence
des caractéristiques du voisinage sur le taux d’autofécondation a I'intérieur d’un peuplement.
A l'échelle individuelle, Robledo-Arnuncio et Gil (2005) mettent en évidence, dans un
peuplement isolé, que le taux d’autofécondation pour un arbre donné est d’autant plus fort que
la densité locale de ses voisins dans un rayon de 10m est faible. Cette relation s’explique par
le fait que le succeés de pollinisation d’'un péere est fonction de sa contribution relative a la
quantité de pollen enveloppant le houppier d’'un arbre-mere donné (Mass action hypothesis,
Holsinger, 1991b). Dans des populations isolées, la quantité de pollen n’est probablement pas
saturante et un individu entouré de trés peu de voisins contribue fortement au nuage
pollinique qui I'entoure, engendrant ainsi un taux d’autofécondation élevé. Cette relation n'a
jamais été décrite dans des situations de vastes massifs, probablement en raison des fortes

guantités de pollen produites.

Sur le plan quantitatif, une faible densité de reproducteurs peut provoquer une diminution

significative de la quantité de graines viables produites, chez le sapin (Pichot et al., 2006) ou
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chez le pin sylvestre (Robledo-Arnuncio et al., 2004b), probablement en raison du fort taux
d’avortement des graines autofécondées (Sarvas, 1962 pour le pin sylvestre).

Sur le plan qualitatif, les semis issus d’autofécondation ou de croisements entre individus
consanguins ayant généralement une fitness plus faible que ceux issus d’allofécondation
(Figure 1.2), l'importance de la structure spatiale du peuplement peut donc affecter
négativement la qualité génétique des graines produites. De forts taux d’autofécondation
répétés dans le temps peuvent en outre conduire a une réduction de la taille efficace de la
population, ce qui engendrera en retour une forte consanguinité des individus et une

diminution de la diversité par dérive génétique (Loveless et Hamrick, 1984).

De méme, il conviendrait d’évaluer si une répartition spatiale réguliere ou en bouquets des
reproducteurs au sein de la parcelle peut avoir un impact sur la diversité génétique de la
régénération obtenue. Plusieurs études ayant montré qu’aussi bien en vergers a graines qu’en
peuplements forestiers, la plus grande partie du pollen est dispersée sur de courtes distances
(Bittencourt et Sebbenn, 2007 ; Robledo-Arnuncio et Gil, 2005 ; Sork et al., 2002 ; Smouse et
al., 2001), les croisements entre individus proches sont favorisés. Les nuages polliniques
captés par les arbres-méres d’'une méme unité de gestion sont différenciés génétiquement
(Smouse et al., 2001 ; Robledo-Arnuncio et al., 2004a ; Fernandez-Manjarrés et al., 2006 ;
Nakanishi et al., 2005 ; Dyer et Sork, 2001). Etant donné I'existence d’une structuration
spatiale locale de la diversité génétique chez les adultes dans de nombreux peuplements
d’especes anémophiles (Mardquart et Epperson, 2004 ; Streiff et al., 1999 ; Berg et Hamrick,
1995), une dispersion de pollen limitée dans I'espace peut privilégier le croisement entre
individus apparentés et entrainer un déficit en hétérozygotes dans la population de graines
produites (Bittencourt et Sebbenn, 2007). Les fortes contributions polliniques de quelques
peres dans une descendance donnée donnant naissance a des individus pleins fréeres est évalue
a l'aide du parametre,r« correlated paternity » défini comme le pourcentage d’individus
pollinisés par un méme pére dans une descendance donnée (Ritland, 1989 ; Schoen et Clegg,
1984). Ce phénomene semble étre relativement fréquent dans les populations iselées (r
19.6%, Robledo-Arnuncio et al., 2004b), alors que dans de larges massifs, il apparait
nettement plus rare ; ¥ 0,048% chePinus pinaste(De Lucas et al., 2008),, ¥ 0% - 0,5%

chez Pinus sylvestris(Robledo-Arnuncio et al.,, 2004b), bien que de fortes densités
d’'individus semblent le favoriser (El-Kassaby et Jaquish, 1996 ; Sousa et al.,, 2005). A
I'échelle individuelle, il existe une corrélation positive entre “correlated paternity” et densité

locale d’individus, ce qui peut étre interprété par le fait que des individus isolés captent des
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nuages plus diversifiés que des individus situés en zone plus dense, probablement sous forme
de cumul de queues de dispersion de pollen provenant de nombreux individus (Robledo-
Arnuncio et al.,, 2004b). Les principales conséquences génétiques de ce phénomeéne sont
d’'une part la présence d’'un apparentement moyen plus élevé dans les descendances produites
gue dans le peuplement adulte reproducteur (Muona et al., 1991 ; El-Kassaby et Jaquish,
1996 ; Bittencourt et Sebbenn, 2007), et ce nhotamment pour les années de faibles floraisons
(Kang et al., 2003). D’autre part la “correlated paternity” est généralement plus élevée entre

graines d’'un méme arbre-meére qu’entre graines de différents arbres (Sampsom, 1998).

Au-dela, d’'une réflexion sur la conduite de la régénération naturelle, ces résultats ont des
implications importantes pour les stratégies de récolte en peuplements porte-graines et pour la
conservation des ressources génétiques. Ainsi, la dispersion limitée du pollen dans I'espace et
la différenciation des nuages polliniques démontrent la nécessité de récolter les semences
d’arbres répartis dans I'ensemble du peuplement et a des distances supérieures a 100 m les
uns des autres afin de capter le plus de diversité génétique possible. De plus, le choix de
distances minimales entre semenciers récoltés permet de réduire le risque de récolte de
graines apparentées du coté maternel en cas de structure spatiale de la diversité génétique a

petite échelle.

2.2.5Variabilité du succes reproducteur méale en peuplements forestiers

Tout comme en vergers a graines, les études en peuplements forestiers montrent de fortes
variations de contributions paternelles parmi les individus qui se reproduisent. Un petit
nombre d’individus contribue a une forte proportion des descendances maternelles, alors que
de nombreux individus n’y participent que de maniere mineure (Dow et Ashley, 1998, Sork et
al., 2002). Les facteurs permettant d’expliquer la variabilité du succés reproducteur male dans
les vergers a graines ont aussi été détectés en peuplements : taille de l'individu et intensité de
floraison méle (Goto et al., 2006), anisotropie de dispersion du pollen (Robledo-Arnuncio et
Gil, 2005) et différence de phénologie de floraison (Gérard et al., 2006).

D’une maniére générale, la variabilité de fertilité méle est supposée plus forte en peuplements
forestiers qu’en vergers a graines en raison de I'’hétérogénéité des ages, des densités locales de
tiges (Krouchi et al., 2004) et de I'absence de techniques d’induction florale visant a favoriser
I’'homogénéité de la floraison. Les caractéristiques génétiques des graines produites peuvent

ainsi varier d'une année a l'autre (Burczyk et Prat, 1997, Nakanishi et al., 2005), méme si
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ette variabilité temporelle est considérée comme inférieure a celle existant entre différentes
parties d’'un méme peuplement pour une année donnée (Wang, 2003 ; Gregorius et al., 1986).
Pourtant les comparaisons inter-annuelles des flux de pollen restent relativement rares en
peuplements forestiers et ce en dépit I'intérét qu’elles pourraient apporter pour :
- Evaluer les différences de composition génétique entre lots de semences récoltés au
cours de différentes années dans un méme peuplement porte-graines ;
- Evaluer le niveau de différentiation et de diversité génétigue des contributions
annuelles successives d’'un peuplement semencier a une régénération naturelle qui

s’étalerait sur plusieurs années.

2.3 Bilan sur les flux de pollen

Les premiers travaux visant a comprendre l'influence de perturbations (sylvicoles ou non) sur
le régime de reproduction consistaient a comparer la diversité génétique d’'un peuplement
adulte et celle de sa régénération naturelle. Plus récemment, de nouvelles méthodes utilisant
des marqueurs moléculaires (Smouse et al., 2001 ; Burczyk et Prat, 1997) permettent de
préciser les flux pollen a I'échelle d’'un peuplement forestier et d’en caractériser les
déterminants essentiels. Il s’avére donc possible de mesurer l'influence de la structuration
spatiale du peuplement adulte sur le régime de reproduction et d’utiliser ces connaissances
pour mieux comprendre I'influence des actions sylvicoles sur le régime de reproduction et sur
les flux de génes. L’analyse bibliographique réalisée met en évidence I'importance probable
du voisinage reproducteur a grande échelle dans la diversité génétique des graines produites
par un peuplement donné compte tenu des fortes capacités de dispersion du pollen. Elle
souligne également I'importance de la structure spatiale locale (densité notamment) du
peuplement reproducteur et des caractéristiques individuelles des arbres de ce peuplement

dans les flux de pollen en peuplement forestier.

Le gestionnaire, dont les interventions modifient I'ensemble ou partie de ces déterminants,
doit avoir conscience de I'importance de ses décisions pour I'avenir du peuplement en terme
de diversité génétique. Il convient donc d’aider les gestionnaires forestiers a décider de la
stratégie a mettre en place quant a la conservation du « pool génétique » a I'échelle d’'une

unité de gestion mais aussi d’'une ressource plus large a I'échelle du massif.

28






Chapitre | : Gestion forestiére et diversité génétique

Le travail effectué par le généticien a partir de données moléculaires permet de définir la taille
effective de la population et doit étre pris en compte par le gestionnaire afin de ne plus mener
des actions en se basant uniquement a I'échelle de la parcelle mais plutét a une échelle
considérée comme l'unité de reproduction. Il convient donc de définir I'échelle la plus
pertinente a prendre en compte lors des stratégies de régénération naturelle, permettant a la
fois une prise en compte des flux de pollen a longue distance mais aussi les caractéristiques
du peuplement a régénérer. Le probleme de transfert de connaissances ou de compréhension
entre geéneéticiens et forestiers est que le premier a une approche populationnelle ou
individuelle, alors que le gestionnaire a une approche centrée sur la parcelle, véritable unité de
gestion. La principale difficulté réside donc en le passage d’'une échelle a l'autre, puisqu'il
faudrait définir dans quelles situations l'unité de reproduction se rapproche plutét de la

parcelle, du groupe de parcelles proches ou de 'ensemble du massif forestier.

3. Dispersion des graines chez les especes anémochores

Apres la dispersion du pollen, la dispersion des graines constitue une étape supplémentaire
des flux de génes dans les peuplements forestiers. Alors que les mesures de flux de pollen sur
lots de graines ne sont encore que des estimations de flux de génes potentiels, 'analyse de la
dispersion des graines permet de se rapprocher des flux de genes efficaces. La phase de
dispersion des graines est a la base de la régénération naturelle des peuplements forestiers et
elle conditionne la répartition des semis dans l'espace. Par contre, la qualité génétique
(diversité, hétérozygotie) des jeunes semis issus de ces graines, est non seulement
conditionnée par leur origine maternelle mais aussi par flux de pollen réalisés. Il s’agit d’un
des rares processus biologiques qu’observe (et parfois mesure) le gestionnaire forestier, avec
les fructifications (réguliéerement en peuplements porte graines pour prédire des récoltes, plus

ponctuellement lors de la mise en régénération d’'un peuplement).

Cependant, les études sur la dispersion des graines a I'échelle d’'un peuplement forestier
demeurent relativement rares. Ces travaux portent le plus souvent sur une seule population et
pour une année donnée (Clark et al., 1999a), en privilégiant les événements a courte distance
et sans prendre en compte les effets micro-stationnels (Nathan et Muller-Landau, 2000). Ces
références bibliographiques, nettement moins riches sur ce sujet que sur la dispersion du
pollen, permet tout de méme de préciser des descripteurs et déterminants des flux de graines

en peuplements forestiers.
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3.1 Parameétres descriptifs des flux de graines

Les parametres descriptifs de la dispersion des graines sont relativement similaires a ceux du
pollen :

- courbe de dispersion permettant de quantifier le nombre de graines en un point de
I'espace,

- nombre et diversité des arbres-meres contribuant aux apports de graines en un point
donné de I'espace,

- distinction des apports en graines en provenance de l'intérieur ou de I'extérieur d’'un
espace de référence (unité d’étude ou unité de gestion par exemple),

- niveau et structuration spatiale diversité génétique des graines dispersees.

Pour une graine récoltée sur un arbre mere connu, la contribution génétique de chacun des
parents (pere ou meére) attribuable aprés génotypage peut étre connue par déduction. En
revanche, sur une graine piégée au sol ou sur un semis naturel, il s’avere difficile de
déterminer la part de patrimoine héréditaire attribuable a chaque parent. Les marqueurs a
hérédité maternelle chez les Gymnospermes sont les marqueurs mitochondriaux. IlIs ne sont
malheureusement pas assez variables pour obtenir une puissance suffisante en analyses de
parenté. De plus, les approches par piégeages de graines se heurtent souvent a des problémes
méthodologiques. Alors gu'il est aisé de définir un seuil minimum d’individus a récolter (les
descendances maternelles) dans les études de flux de pollen, il s’avére impossible de maitriser
ce seuil lors de piégeages, la dispersion n’étant pas connue par avance. En raison de I'effectif
limité généralement piégé, il devient difficile d'appliquer a I'étude de la dispersion des
graines les modeles génétiques issus des études de flux de pollen. La diversité génétique
d’'une pluie de graines est donc un parametre peu étudié et la plupart des études sont plutét
basées sur des modéles démographiques reposant sur des jeunes semis. Cependant, les
guelques travaux menés sur la dispersion de graines d’espéeces forestieres anémochores

permettent de tirer quelques conclusions.
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Figure 1.9 : Représentation de la dispersion des graines pour 3 espéces anémophiles selon 3

méthodes différentes.

A. Piegéages de graines dans un peuplemeiiirles rigida. (d’aprés Clark et al.,
1998). Les cercles vert représentent les arbres, les carrés bleu les pieges a graines.

a la taille de I'arbre ou au nombre de

graines piéges. Les isocontours sont basé sur l'estimation de la fonction de
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dispersion.

B. Evénements de dispersion observés dans un peuplemBimwdepinaster Aiton

(Gonzales-Martinez et al.,, 2006) a partir d’analyses de maternités réalisées sur
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inverse (Sagnard et al., 2007).
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3.2 Flux de graines observés en peuplements forestiers

3.2.1Une dispersion principalement a courte distance

L’assymétrie entre flux de pollen et flux de graines est fréquente chez les arbres forestiers
(Streiff et al., 1998) et se traduit généralement par une distance de dispersion du pollen plus
élevée que celle des graines, mémeesi derniéres peuvent migrer sur des distancesigparfo
importantes. La plupart des études qui traitent de la dispersion des graines chez les espéeces du
genrePinus prévoient un patron de dispersion décroissant avec la distance avec une majorité
de graines dispersées a environ 30-40m de I'arbre mRgner¢ 1.9) Gonzales Martinez et al.,

2006 pourP. pinaster, Nathan et al., 2000 poulr. halepensis Guittet et Laberche, 1974

pour P. sylvestriy. Cette dispersion a courte distance se traduit souvent, dans la régénération
naturelle d’un peuplement, par une structuration génétique spatiale, c’est a dire une répartition
non aléatoire des génotypes dans I'espace (Streiff et al., 1998, Epperson et Chung, 2001) qui
génere la formation de groupes d’individus apparentés a I'échelle de quelques dizaines de
metres (Vekemans et Hardy, 2004). Les différentes interventions sylvicoles réalisées ensuite
au cours du cycle sylvicole pourront contribuer a réduire (au moins en partie) cette structure
spatiale. De nombreuses études montrent cependant que, d’une maniere générale, cette
structure bien que parfois considérablement réduite (Marquart et al., 2007), se maintient
jusqu’au stade adulte du peuplement (Marquart et Epperson, 2004 ; Jones et al.,, 2006 ;
Troupin et al., 2006).

3.2.2Une dispersion a longue distance difficile a décrire

Les limites des études de dispersion, en particulier I'étude du processus sur de petites surfaces
peuvent conduire a sous estimer les événements de dispersion a longue distance (Clarck et al.,
1998). De plus, il réside une grande méconnaissance des processus de dispersion de graines a
longue distance (Jordano et al., 2007) qui sont probablement gouvernés par des lois qui

différent de celles généralement utilisées dans les processus de dispersion (Nathan, 2006).

3.2.3Une faible variabilité génétique pour la capacité de dispersion

La capacité de dispersion des semences peut étre influencée par les caractéristiques physiques

des graines (forme, poids, présence d’ailes, ...), par des vecteurs de transport divers (eau,
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vent, animaux) parfois complémentaires et par les variations temporelles de ces vecteurs
(Nathan et al., 1999). La topographie peut également jouer un rdle non négligeable, soit
directement dans le cas de graines lourdes chutant au sol puis entrainées vers le bas en cas de
pente forte (Oshawa et al., 2007), soit indirectement par les conditions aérologiques géenerées
par la topographie (domaine qui demeure encore non documenté). Des travaux récents,
analysant les vents et les caractéristigues aérodynamiques des semences, montrent que
plusieurs types de facteurs peuvent modifier les courbes de dispersion des semences d’especes
anémochores :

» |a structure du milieu (ouvert, fermé) agit sur les flux d’air, en particulier la vitesse
horizontale des vents, et modifie les distances de dispersion des semences. Ces
dernieres sont considérablement réduites en milieu dense (Nathan et al., 2001 ; Horn
et al., 2001).

= chez certaines espéces sérotineuses et anémochores, cas de nombreux pins, la capacité
de rétention des graines dans les cénes encore fixés dans le houppier va de pair avec
des mécanismes de dispersion liés a des facteurs environnementaux favorisant la
libération des semences en condition optimale. Ces mécanismes peuvent également
influer sur la distance de dispersion. Ainsi, chez le pin d’Alep, la distance de
dispersion varie selon la saison et les conditions météorologiques, en particulier la
température et 'humidité de l'air : des dispersions a des distances supérieures a 20m
sont observées surtout en conditions chaudes et séches (Nathan et al., 1999).

» |a masse de la graine (sous fort effet maternel) est inversement proportionnelle a la
capacité de dissémination chez le pin sylvestre (Debain et al., 2003a) et les
caractéristiques associées a la dissémination (surface de l'aile, charge alaire’en g/cm
sont beaucoup moins variables que la masse de la graine. Les différences au niveau
des caractéristigues associées a la dispersion (surface de laile,...) ne modifient
cependant pas les capacités de dispersion des individus (Nathan et al., 1996 ; Debain
et al., 2003a), tant les turbulences aérologiques ont un effet prédominant (Greene et
Jonhson, 1992).

3.2.4Une anisotropie de dispersion difficile & mettre en évidence

La distance moyenne de dispersion ne constitue qu'une des dimensions spatiales du
mouvement des graines. La direction de dispersion est également importante, hotamment

quand une régénération naturelle est recherchée a partir d'une source ponctuelle de
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semenciers, dans le cas de régénérations par bandes par exemple. Les récentes études sur la
dispersion des graines postulent le caractére isotrope du processus (Ribbens et al., 1994) et ne
prennent pas en compte les écarts a ce postulat. Cette non prise en compte de la possible
anisotropie du processus de dispersion des graines semble cependant plus due a des limites
expérimentales qu'a une réalité biologique. Les données météorologiques traditionnelles
fournies par les roses des vents ne suffisent pas a expliquer des dispersions de graines
anémochores selon des directions privilégiées. L'intensité des vents doit également étre prise
en compte car la dispersion est plutét associée a des épisodes de vents forts comme le
suggerent Wagner et al (2004). Des travaux de modélisation semblent par ailleurs indiquer
gu’a faible distance de l'arbre meére, une dispersion isotrope (pas de direction privilégiée)
s’avere plus efficace qu’une dispersion anisotrope pour mettre en place une régénération ; la
tendance est inverse a plus longue distance de I'arbre mére. Ces résultats suggerent que pour
les espéces anémochores de type pionniéres, comme le bouleau, la dispersion selon une
direction privilégiée peut constituer un avantage pour installer une régénération (Wagner et
al., 2004).

3.2.5Influence de la structure du peuplement sur la dispersion des graines

Des travaux récents, analysant les caractéristiques des vents, montrent que plusieurs types de
facteurs peuvent modifier les courbes de dispersion des semences d’especes anémochores. La
structure du milieu (ouvert, fermé) agit sur les flux d’air, en particulier la vitesse horizontale
des vents, et modifie les distances de dispersion des semences. Ces dernieres sont ainsi
considérablement réduites en milieu dense (Nathan et al., 2001). Une étude récente de Schurr
et al. (2008) basée sur des piégeages de graines établit la méme relation : les arbres situés en
milieu ouvert dispersent plus loin que les arbres situés en milieu dense. La prise en compte de
cette densité d’arbres permet par ailleurs de comprendre les écarts entre capacités de
dispersion estimées en peuplement et capacités estimées a partir des vitesses de recolonisation

post-glaciaires (Schurr et al., 2008).

Si le poids des graines est reconnu comme étant sous fort contrdle génétique, il n’en va pas de
méme en revanche pour les variations individuelles de flexibilité des tiges et des branches qui
peuvent avoir un effet important a lors de la libération de la graine. A I'échelle d’une parcelle

de gestion, les conséquences de la structure (densité de tiges, hétérogénéité de hauteurs et

rugosité du couvert) et de la composition du peuplement forestier (monospécifique ou
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mélange d’espéces avec des caractéristiques différentes de houppiers) sur les mouvements
d’air et donc la dispersion des semences restent toutefois encore largement inconnues. Une

forte variabilité inter annuelle de la dispersion a longue distance

Les variations temporelles (inter saison, inter année) des caractéristigues metéorologiques
(force et direction des vents) affectent plus fortement la dispersion a longue distance que la
dispersion a proximité immédiate des semenciers (Greene et Jonhson, 1992 ; Nathan et al.,
2000). En outre la dispersion a longue distance dépendrait plus des conditions aérologiques
(vitesses horizontales et verticales des vents), de la flexibilité des tiges et des branches que
des caractéristiques intrinséques des graines (Horn et al., 2001 ; Nathan et al., 2000). La
synchronisation de libération des graines lors de vents favorables constituerait dans ce cas un
mécanisme de controle efficace pour augmenter la distance de dispersion chez certaines

especes comme le pin maritime.

3.3 Bilan sur les flux de graines

La dispersion efficace des graines (et son corollaire la mise en place de semis naturels)
constitue I'étape finale des flux de génes au sein des peuplements forestiers conduits en
régénération naturelle. Les nombreuses limites des études expérimentales de dispersion de
graines rendent toutefois difficiles la mesure de l'influence de la gestion forestiere sur ce
processus biologique. Ces limites peuvent en effet considérablement réduire la portée des
résultats car :

= ¢lles négligent les variations qui existent entre les populations, d’ordre génétique ou
de structure (peuplements purs ou mélangés, réguliers ou non), ou celles liées aux
écarts interannuels de fertilité, qui sont souvent fortes dans le cas des arbres forestiers;

» |a capacité de dispersion des graines a longue distance chez de nombreuses especes
forestieres et la gestion d’unités spatiales de faible taille unitaire (qQuelques hectares)
doivent conduire a ne pas sous-estimer les événements de dispersion a longue
distance;

» [imitées aux piégeages, elles s’intéressent peu ou pas a la dispersion efficace des
graines qui est celle qui intéresse au premier plan le gestionnaire forestier. La capacité
du milieu a retenir les graines a leur point d’arrivée, a favoriser leur germination et la
croissance des jeunes plantules sont pourtant primordiales et ne doivent pas étre

négligées (Clark et al., 1999a ; Gonzalez-Martinez et al., 2002 ; Sagnard et al., 2007).
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Figure 1.10 : Répartition et abondance du pin sylvestre en France (Source IFN, 2001).
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La dispersion a courte distance peut engendrer la mise en place d'une structure génétique
spatiale, qui semble diminuer ou disparaitre au cours des interventions sylvicoles (éclaircies)
successives. Bien que le patron de dispersion des graines ait été décrit dans de nombreuses
études, on ne connait pourtant pas l'incidence de la structure spatiale du peuplement adulte
sur la structuration génétique spatiale de la régénération naturelle issue de la dispersion des
semences. De plus, cette dispersion étant relativement limitée dans I'espace, on s’attend a ce
que le patron spatial d’abondance des graines soit relativement identique a celui des adultes
(Clark et al., 1999b). Or, a notre connaissance, aucune étude ne tente de mettre en relation la
structure spatiale du peuplement adulte et la structure spatiale de la pluie de graines, la plupart
des travaux tentant de décrire la dispersion a longue distance ou des évenements de
colonisation. La dispersion a courte distance, qui permet la mise en place de la régénération,
est pourtant le phénomeéne qui intéresse directement le gestionnaire forestier : elle concerne en
effet I'essentiel de la production de semences, contrairement aux évenements rares de
dispersion a longue distance qui portent sur des quantités trop faibles de semences pour
provoquer une régénération quantitativement acceptable par le gestionnaire soucieux de
renouveler son peuplement.

Il apparait donc nécessaire de préciser l'influence de la structure du peuplement sur la
production de semences (aux plans quantitatif et qualitatif) et sur sa dispersion, cette étape
précédant la germination et la croissance des plantules qui sont largement conditionnées par
les caractéristiques du milieu (Gonzalez-Martinez et al., 2002) mais qui constituent le résultat
final observé et recherché par le gestionnaire.

Au cours de cette these, nous essayerons donc de relier structure de peuplement et dispersion
des graines. Les étapes suivantes, permettant de comprendre le cycle complet (survie et

croissance des individus) ne pourront pas étre abordées ici.

4. Optimiser la gestion de la diversité génétique lors de I'étape de

régénération naturelle : cas du pin sylvestre

4.1 Le pin sylvestre : une aire naturelle fragmentée en France

Avec plus de prés de 913 000 ha en 2001 (source IFN), le pin sylvestre est une essence
résineuse majeure du paysage forestier frar(€&ggire 1.10) . Il représente prés de 9% du

volume de bois sur pied disponible en France. 73 500 ha (6.4 %) de ces surfaces sont issus de
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reboisements réalisés massivement depuis le milieu du XIXe siécle principalement sur les sols
pauvres ou a tendance hydromorphe des régions de plaine du Nord de la France. Dans la
moitié Sud de la France, le pin sylvestre constitue souvent I'essence prédominante des foréts
d’altitude et de versant sec du Massif Central, des Pyrénées et des Alpes et occupe une aire
appréciable en région bioclimatique méditerranéenne toujours dans I'étage montagnard.
L'importante progression des surfaces couvertes, depuis le début du XXe siécle,
s’expliquerait simultanément par une recolonisation naturelle liée a la déprise agricole et

pastorale et par les efforts de reboisements passés.

L’aire naturelle du pin sylvestre, espece sociale anémophile et anémochore, est la plus
importante au sein du genknus (Figure 1.3b): 148° de longitude, du Portugal a la mer
d’Okhotsh, 33° de latitude de la Sierra Nevada au Cap Nord. A I'échelle de la France, les
seules populations naturelles du quart Nord-Est telles que Haguenau, Bitche ou Wangenbourg
peuvent étre rattachées a la partie continue de l'aire naturelle et considérées comme des
populations quaternaires ayant évolué depuis environ 100 générations. Le pin de Haguenau
représente ainsi la seule origine de pin sylvestre de plaine en France et constitue une ressource
génétique autochtone originale, prioritaire a conserver car tres menacée par la fragmentation
des vieux peuplements d’origine autochtones. Par contre toutes les populations naturelles du
Massif Central, du Sud des Alpes et des Pyrénées peuvent étre considérées comme des
reliques d’age tertiaire s’étant réfugiées a des altitudes supérieures a 1000 m durant les
périodes interglaciaires et qui sont redescendues plus récentfigane(I.3a ; Cheddadi et

al., 2006 ; Lange et Weibmann, 1988). Elles constituent pour la France les populations les

plus méridionales au sein d’une aire naturelle fragmentée.

4.2 Le pin sylvestre : une espéce largement utilisée en reboisement

La généralisation des échanges de matériel forestier (graines, plants) d’'un massif, d’'une
région, d’'un état, voire d’'un continent a l'autre et I'impact des flux de génes issus de ces
transferts sur les ressources génétiques locales constituent I'une des principales menaces
identifiées sur les ressources génétiques forestieres (Ledig, 1992). Conséquence de tels
eéchanges, les massifs forestiers européens apparaissent le plus souvent constitués d’une
mosaique de boisements composée i) de plantations d’espéces autochtones ou exotiques, a but
de production intensive de bois généralement constituées avec du matériel issu de diverses

provenances ou amelioré dans le cadre de programmes de sélection ; ii) des peuplements
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autochtones soumis a une gestion multifonctionnelle ; iii) de zones non exploitées, souvent a
des fins de protection de milieux (Vallance, 1999 ; Lefévre, 2004). Les incidences génétiques
consécutives aux introductions a grande échelle de matériel végétal forestier sont de divers
ordres : i) la modification du patrimoine génétique des populations indigénes par celui de
populations non indigénes de la méme espéce, ou par celui de variétés améliorées incluant ou
non des hybrides non indigenes et capables de croisements avec les populations locales ; ii) le
caractére invasif des espéces introduites et ses conséquences directes sous la forme de

I'élimination des espéces indigenes par effet de compétition.

Le pin sylvestre a depuis tres longtemps été utilisé comme essence de reboisement avec
comme conséquences des transferts de matériel végétal (graines, plants) a longue distance
entre zones autochtones et zones de reboisements (Bartoli et Demesure-Musch, 2003 ;
Rosenstein, 1993), mettant alors artificiellement en contact des boisements d’origines
géographiques éloignées (Voccia, 2005). Ces transferts ont parfois été massifs dans certaines
régions de plaine ou des peuplements feuillus souvent ruinés, présentant de nombreuses
trouées ou clairieres, ont été ensemencées ou plantés de pins, d'origine et de provenances
diverses, a partir du XI¥*®siécle (Domet, 1862, Lefebvre, 1885). Une origine donnée de pin
sylvestre (autochtone ou non) peut ainsi, méme au sein de vastes massifs forestiers, étre
présente sous la forme de boisements ponctuels isolés les uns des autres par des peuplements
constitués d’autres especes ou d’'autres provenances de pin sylvestre. Dans ce contexte, on
peut s’attendre d’'une part a des flux de genes entre provenances dus aux transferts de matériel
végétal plus ou moins raisonnés et contrdlés, tout comme la diminution des flux de genes au
sein de populations autochtones consécutivement a la destruction ou au morcellement de leurs
habitats naturels. On peut donc s’interroger sur la dynamique des ressources genétiques du pin

sylvestre dans le paysage forestier actuel.

4.3 action du gestionnaire

Si la qualité phénotypique et I'état sanitaire d’'une pineraie adulte sont satisfaisants, le
gestionnaire décide généralement de le renouveler par régénération naturelle la
régénération naturelle sera privilégiée pour le renouvellement de la majorité des peuplements
de pin sylvestre pour lesquels un objectif pin sylvestre reste de mise. Avant de choisir cette
voie, on s’assurera cependant que le peuplement en place est de bonne qualité
phénotypique> (ONF-Guide pineraies des plaines du Centre et du Nord-Ouest, Chabaud et
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bY

Nicolas, a paraitre). De plus, lors de cette mise en régénération, le gestionnaire a
généralement pour seul objectif d’obtenir «win.bon éclairement du sol pour permettre
I'apparition et le développement des semis. Un bon repére pour y parvenir est de raisonner
en proportion de la surface terriére initiale du peuplement a laisser a 'ensemencement. On
peut ainsi considérer que seul 1/3 du capital initial doit rester sur pied pour permettre un
ensemencement. Pour un peuplement a capital moyen, cela correspond a une surface terriére
aprés ensemencement de l'ordre de 8 & fthan Cela revient a laisser entre 40 et 80
arbres/ha, densité a moduler selon le développement des houpg@MF--Guide pineraies

des plaines du Centre et du Nord-Ouest, Chabaud et Nicolas, a paraitre).

Dans une approche de ce type, généralement appliguée dans la gestion courante des foréts, le
nombre d’adultes, a relier au nombre de semenciers potentiels, fait uniquement référence a
une densité d’'arbres a I'hectare qui assure un bon éclairement du sol. L’accent est donc mis
d'une part sur la source de graines (les arbres méres ou semenciers) considérée dans sa
globalité (la contribution cumulée des semenciers plus que leur variabilité individuelle) et
d’autre part sur les conditions de développement des semis aprés dispersion des graines. La
caractérisation de cette source de graines semble toutefois limitée aux seuls arbres présents
sur la zone a régénérer dont le nombre (et éventuellement la répartition spatiale pour
maximiser la couverture du sol afin que la régénération puisse se mettre en place en tout
point de la parcelle) doit assurer une production suffisante de semences. La prise en compte
des boisements entourant l'unité de gestion a régénérer dans la rédaction des guides de
sylviculture est tres récente : « La qualité génétique d’'une régénération naturelle... dépendra
donc en partie de ces apports issus des parcelles voisines, et ce d’autant plus que la parcelle
a régénérer sera de faible surface, avec des effets de lisiere importants (forme irréguliére ou
en bande). Un diagnostic des parcelles environnantes est donc nécessaire avant de décider du
choix du mode de renouvellemenfONF-Guide pineraies des plaines du Centre et du Nord-
Ouest, Chabaud et Nicolas, a paraitre). L'influence de tels conseils techniques sur les
pratiques concretes de terrain reste cependant a démontrer.

Ciblant les seuls arbres méres, le gestionnaire néglige le plus souvent 'importance de la phase
de pollinisation qui précede la production des graines. La source de pollen n'est donc
caractérisée ni par son origine ni par sa production ni par sa composition et aucune regle de
gestion pratique n'aborde ce point pourtant capital. Par exemple, I'impact éventuel de la
réduction du nombre de reproducteurs sur la diversité du nuage pollinique (et

consécutivement celle du lot de graines) est ignoré.
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Si la présence de boisements voisins sexuellement matures commence a étre intégrée dans le
schéma de décisions techniques qui conduit a la mise en place d’'une régénération naturelle, la
répartition spatiale des tiges dans la zone a régénérer n’est que rarement abordée. En futaie
réguliere monospécifique, il est généralement conseillé de privilégier une répartition
homogéne des semenciers censée favoriser une mise en place des semis naturels aussi
homogene que possible (en quantité). Méme si les peuplements mélangés font aujourd’hui
'objet d’'un regain d’intérét, les itinéraires techniques de conduite d’'une régénération
naturelle demeurent balbutiants et de nombreuses questions demeurent encore non résolues
comme le nombre et la taille de trouées a créer dans le peuplement pour favoriser l'arrivée des
semis, la position de ces trouées par rapport aux sources de graines. Les incidences génétiques

de tels choix ne suscitent en outre guéere de questionnements des gestionnaires.

En conclusion, I'évaluation du potentiel reproducteur d’un peuplement forestier a renouveler
et 'adaptation des méthodes de mise en régénération pour garantir la qualité génétique de la
population de semis recherchée demeurent des champs encore négligés de la part des
gestionnaires. Pourtant le souci croissant du maintien des capacités adaptatives des
peuplements face aux changements globaux souligne I'intérét d’'une meilleure maitrise des
incidences génétiques des modes de conduite sylvicole lors de la mise en ceuvre de

régénérations naturelles.

4.4 Objectifs de la these

Gérer durablement les ressources génétigues nécessite de connaitre et de quantifier la
diversité génétique existante mais aussi et surtout de comprendre sa dynamique, en conditions
“naturelles” ou sous l'action de lhomme. La qualité génétique (hétérozygotie,
consanguinité, introgression) d’'un peuplement dépend de la qualité des graines dont il est
issu. La phase de régénération, de la graine au semis recruté, constitue donc I'étape clé de la
dynamique forestiere qu’il s’avére essentiel d’étudier pour comprendre les variations spatio-
temporelles des flux de genes et leurs conséquences sur les écosystemes forestiers. De plus, la
part croissante prise par la régénération naturelle dans le renouvellement des peuplements
forestiers améne a se poser la question de la gestion de la diversité génétique lors de cette
étape.

Bien que la modélisation s'intéresse depuis longtemps a la dynamique démographique des

peuplements, les modeles ont longtemps sous estimé les variations du régime de reproduction
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Figure 1.11 : Démarche et structuration de la thése




Chapitre | : Gestion forestiére et diversité génétique

et les flux de genes en ne s’intéressant bien souvent qu'a la dynamique intra parcelle,
véritable unité de gestion sylvicole. Gérer et conserver les ressources génétiques nécessite
pourtant de prendre en compte les flux de genes a longue, voire tres longue, distance et de
travailler a I'échelle du massif et non plus uniquement a celle de la parcelle. De plus, par le
biais des processus démo-génétiques, on s’attend a ce que I'hétérogénéité des structures
détermine la diversité génétique et son organisation dans le peuplement (effet par exemple de
la densité locale sur les flux de genes et le régime de reproduction). En retour, la diversité
généetique détermine la dynamique du peuplement (effet de la consanguinité sur la survie et la
croissance). Dans les travaux sur la dynamique génétigue des peuplements forestiers, la
structure (futaie, peuplement irrégulier, contexte environnemental proche et lointain) et les
objectifs sylvicoles de la parcelle sont rarement décrits ; leurs résultats sont ainsi difficilement

déclinables en guides pratiques pour le gestionnaire de terrain.

Cette thése vise a ajouter une nouvelle dimension spatiale et temporelle aux précédentes
études sur les flux de génes chez les arbres forestiers en s’intéressant aux échanges a longue,
moyenne et courte distance dans un peuplement reproducteur hétérogéne (différence de
structuration spatiale et de densité des reproducteurs a différentes échelles). Notre objectif est
de comprendre les mécanismes de la dynamique de la diversité génétique en régénération
naturelle en fonction de la structure des peuplements a différentes échelles spatiales (locale ou
massif). L’approche retenue sera décomposée selon les deux processus qui participent a la
dynamique de la diversité génétique et qui sont a la base de la régénération des peuplements :

les flux de pollen et les flux de graindsgure 1.11).

La connaissance des déterminants de chacun des processus permettra de cibler les paramétres
sur lequel le forestier peut influer (densité et répartition spatiale de tiges, composition des
boisements a I'échelle d’'un massif) et qui sont a méme de modifier les flux de pollen et de
graines. Nous souhaitons alors définir des régles simples de prise en compte de la diversité
génétique dans les actes de gestion courante pour limiter les risques liés a certaines pratiques
sylvicoles.

Dans ce travail, je ne m’intéresserai qu’a la premiere phase de la régénération, de la formation
de la graine a sa dispersion. L'ensemble des processus qui conduisent au recrutement et a la
croissance des semis ne sera pas abordé ici. Le processus décrit sera donc un processus
potentiel qui ne prend pas en compte les effets micro-environnementaux qui peuvent modifier

la structuration spatiale lors du passage entre un flux potentiel (dispersion des graines) et un

flux réalisé (régénération acquise).
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Chapitre Il : Matériels et méthodes

1. Les sites expérimentaux

Ce travail de thése s’appuie sur deux sites expérimenfaiguré 1l.1) présentant des

situations contrastées. Le premier, composé de trois parcelles contiglies de pin sylvestre au
sein du massif de Haguenau, avait pour objectif de suivre la mise en place d’'une régénération
naturelle a partir d’'une ressource génétique autochtone fragmentée au sein du massif. Le
deuxiéme site, en forét d’Orléans, s'intéresse a la mise en place d’'une régénération dans un
peuplement mélangé chéne-pin relativement isolé d’autres sources de pin sylvestre et avec des

densités d’individus variables localement

1.1Le pin sylvestre du massif de Haguenau

1.1.1Présentation du site expérimental

Le pin sylvestre de Haguenau, originaire du massif du méme nom d’une surface de 20 909 ha
et situé au nord de la plaine d’Alsace, constitue la seule origine autochtone de pin sylvestre de
plaine en France. Les tests de provenance montrent que dans la moitié Nord de la France, les
pins de cette origine possedent une vigueur supérieure aux autres provenances naturelles
francaises et étrangeres (Birot et Lacaze, 1981 ; Bastien communication personnelle). Cette
vigueur supérieure, signe d’adaptation locale, a d'ailleurs valu au pin sylvestre de Haguenau
I'identification d’'une région de provenance spécifique « PSY-205 Plaine de Haguenau ».
Cependant cette ressource génétique originale reste menacée par une fragmentation croissante
des parcelles autochtones au sein du massif. Des reboisements importants, réalisés aprés 1870
sous forme de semis ou de plantations denses, avec de nombreuses origines non autochtones
(identifiées ou non) sont aujourd’hui a l'origine de risques importants d’introgression
(Voccia, 2005) Figure 11.2). De plus la tempéte de décembre 1999 a contribué a réduire
considérablement les surfaces couvertes par les peuplements autochtones trés agés encore sur
pied Figure 11.3). Pour la forét indivise de Haguenau (une des 23 foréts du massif), la carte

de présence du pin sylvestre établie en 1843 constitue I'état de référence (état « zéro »)
généralement admis des boisements autochtones ; hypothése est donc faite que tout pin
sylvestre agé de plus de 160 ans est autochtone. En forét indivise de Haguenau sont donc

considérées comme autochtones les unités de gestion constituées soit de tiges agées de plus de
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Figure II.1 : Localisation des deux sites d’étude sur la carte de répartition du volume sur pied
de pin sylvestre sur le territoire Francais (IFN, 2001).
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Figure 11.2 : Origine géographique des boisements de pin sylvestre de la forét indivise de
haguenau (Voccia, 2005). En blanc absence de pin sylvestre. Noter I'abondance de parcelles
avec une origine géographique non fiable ou manquante ainsi que la fragmentation de la
ressource autochtone au sein du massif. Le rectangle jaune correspond a nos trois parcelles
d’étude.
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160 ans (antérieures a 1870) soit de boisements artificiels plus récents mais dont I'origine

autochtone est reconnue sans aucun doute.

Le massif forestier de Haguenau s’étend entre 110 et 200m d’altitude, sur des sols acides,
pauvres chimiguement et majoritairement hydromorphes, développés sur des alluvions
fluviales sablo-argileuses du Pliocene et du Quaternaire. La température annuelle moyenne
est de 10,1°C et le déficit hydrique pendant la saison de végétation atteint 141mm.

Notre étude s’appuie sur trois parcelles contigués couvrant une superficie totale de 78 hectares
(26 ha par parcelle) et composées d’'un peuplement 4gé de pins sylvestres autochtones et de
hétres en sous-étage. Ce groupe de parcelles, situé au coeur du massif, est partiellement
entouré d’'unités de gestion composées soit de jeunes boisements de pin sylvestre non
fructiferes (au nord et a I'est) soit de parcelles adultes de pin sylvestre trés fortement touchées
par la tempéte (au sudyi@ure 11.4). Suite a la tempéte de 1999, ces parcelles présentent un
gradient de densité variant de 12 a 50 tiges/ha. La parcelle la plus a I'Est (n° 1062) a été
fortement affectée par la tempéte de 1999 alors que celle la plus a I'Ouest (n° 1064) n’'a été
gue peu touchée et conserve une densité d’'individus relativement similaire a celle présente sur

I'ensemble du massif avant tempé&teg(re 11.5).

1.1.20bjectifs des études

La tempéte de 1999 a considérablement réduit la densité de reproducteurs de facon locale et la
ressource génétique originale que constitue l'origine Haguenau est dispersée au sein de
peuplements de pins de diverses origines géographiques. Aussi I'étude menée en forét de
Haguenau vise a évaluer les possibilités de renouvellement de cette ressource autochtone en
utilisant la régénération naturelle dans les parcelles autochtones agées du massif. La situation
particuliere rencontrée a Haguenau nous a conduits a nous intéresser aux deux questions
suivantes :

(1) évaluer l'influence de la structure du peuplement reproducteur sur le niveau de diversité
génetique de la régénération mise en place. Ces résultats permettront de préciser l'influence
potentielle de la répartition spatiale des reproducteurs sur la dispersion du pollen et des
graines, sur la structuration spatiale de la diversité génétique des semis et sur la dynamique
temporelle de la diversité génétique des zones de semis. Il s’agit de mettre en évidence si la
densité locale d’arbres reproducteurs peut étre limitante pour assurer une régénération

présentant un niveau de diversité génétique suffisant.
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Chapitre Il : Matériel et méthodes

(2) caractériser linfluence de la structure du voisinage en portant une attention toute
particuliere aux flux de génes entre boisements de parcelles proches. Ces résultats devraient
permettre de préciser les stratégies de gestion et de conservation d’'une ressource géenétique

autochtone fragmentée.

1.1.3Matériel végétal

Arbres adultes

Au sein de ces trois parcelles, 459 pins sylvestres adultes de plus de 140 ans ont été
inventoriés et géoréférencés pour cette étiitpufe 11.5). Dans la parcelle 1062, la totalité

des pins sylvestres encore sur pied a été échantillonnée. Dans les deux autres parcelles, quatre
zones ont fait I'objet de relevés exhaustifs de tous les arbres adultes. Les surfaces restantes
ont fait quant a elles I'objet d’'un échantillonnage systématique d’intensité relativement lache
(1 arbre tous les 30 a 50m). Les 459 arbres adultes ainsi identifiés ont tous fait I'objet de
prélevement d’aiguilles ou de cambium pour analyse moléculaire. Il convient de noter que
I'environnement proche de nos parcelles d’étude est majoritairement composé de jeunes
peuplements non fructiferes au nord et a l'est et de parcelles fortement affectées par la
tempéte au sudr{gure 11.5).

De facon a caractériser la diversité génétique du voisinage reproducteur proche, 36 arbres ont
eté échantillonnés dans la parcelle la plus proche, d’origine toutefois inconnue. Ces 36 arbres

ont tous fait I'objet d’'une récolte d’aiguilles pour analyse moléculaire.

En plus de ce matériel végétal adulte spécifique a I'étude, nous dispbspns (1.5) :

« d'un échantillon de 42 arbres adultes, initialement répartis sur les trois parcelles d’étude
mais disparus au cours de la tempéte de décembre 1999. Ces arbres font partie de la
population d’amélioration de base réunie en 1985 a partir de différentes parcelles
autochtones du massif. lls permettent notamment de comparer la diversité génétique
avant et apres tempéte.

 De la collection de 116 clones de pin sylvestre sélectionnés phénotypiquement en 1985
dans 22 autres parcelles autochtones de la forét indivise de HaguWemsaxd 1).
L’ensemble de ces génotypes permettront de caractériser la ressource autochtone a
I'échelle du massif du massif. lls constituent par ailleurs la population parentale du verger
a graines installé dans le Lot et fournissent depuis 2007 de la graine authentifiée d’origine

Haguenau.

43



al9)sal0} a)noy
9pnip.p suoz

saJgjnonl) uou ssuoz [l

[eluswiiadxa ays np 1s3,|
' salgynonly uou ansanlAs uid ap saj|@aled ap aouepuoge,| J810N “Inojudje sojjedsed sap uoneuasaidal

aN<gbhagotuaidnad np auualge aiydelboloyd ‘uojrepaw u3 -sanbipul Juos uid ua auualow 3lsuap
j||924ed 9p sosswnu sa7 ‘neuanbeH ap 1310} ud eluswLadxa Jusodsip np aiydeiboued ‘G || ainbi4

uid ua Jsneyxs abeuuolyueyos,p suoz
uonesouebal ap jold
$99]|009. S9||aulalew SeouBpuUsdsSag e
so||@oJedeljul SaUUO|NUBYDD B} NPE Saiqly v
se||eoJed sI0y SQUUO|NUBYDD SNPIAIpU|  +

90T

44

(eyssuid 2T1)

w 00T

(ey/suid T2)
£90T




Chapitre Il : Matériel et méthodes

Descendances maternelles

Afin de caractériser 'ampleur des flux de pollen, un sous-ensemble de 31 des 459 arbres
adultes mentionnés ci-dessus, réparti sur les trois parcedbgegu I11.1), ont fait 'objet de

récolte de descendances maternelles par tir au fusil en 2004 pour génotypage. Pour chacune
des descendances maternelles constituées de 30 a 50 cbnes, les graines ont été extraites, triees
(graines vides et pleines), et dénombrées avant stockage en chambre froide et génotypage.
De facon a donner plus de puissance aux analyses de paternité, nous nous sommes assurés du
georéférencement et de la prise en compte dans I'échantillonnage de la population adulte de
tous les péeres potentiels dans un rayon minimum de 50m autour de chaque arbre-mere. Pour
certains d’entre eux inclus dans les zones d’'inventaire exhaustif, le voisinage pris en compte

est plus grandFjgure 11.5).

Suivi de jeunes semis issus de régénération naturelle

La qualité génétique de la régénération naturelle qui se met en place dans un peuplement peut
étre appréciée a la fois par son niveau de diversité génétigue moyen mais aussi par la
structuration spatiale de cette diversité et enfin par I'évolution dans le temps de ces
caractéristiques. Une approche combinant génétique et démographie (démogénétique) a donc
éte initiee sur 5 plots de régénération de pin (humérotés A a E) mis en place au sein des trois
parcelles étudiéestigure 11.6). Chaque plot, d'une superficie de 5 & ¥8mfait I'objet du

suivi précis de la survie et du développement des semis de pin sylvestre entre 2003 et fin
2006. Les plots A a D ont été installés fin 2003 en différents points du site ou la mise en place
de jeunes semis de l'année était significative. Le plot E correspond a une zone ouverte du
peuplement dans laquelle une régénération significative s’était mise en place suite a la
tempéte de décembre 1999. A la mise en place de I'expérience, les semis 2003 mais aussi des
semis plus agés issus d’évenements de dispersion 2002 et 2001 ont été dénombreés, mesurés en
hauteur et localisés au sein de plusieurs cadres 8subdivisés en 100 cases de 10x10cm
(Figure 11.7). Deux fois par an (Juin, Novembre), un nouvel inventaire complet de ces zones
de régénération a été réalisé afin de suivre le développement des semis précédemment

identifiés et I'apparition de nouveaux semis issus d’événement de dispersion plus récents.

La liste du matériel végétal inclus dans I'étude de la diversité génétique au sein d'une
régénération naturelle dans ce site de Haguenau est résumée dabkda I1.1. Le
génotypage de tous les individus (adultes, graines, semis) a été réalisé a partir de récolte de

différents tissus (aiguilles, embryons, cambium).
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Type de matériel Nombre Obijectifs de I'étude
Eliminés par la tempéte de 1999 42 * Suivi de floraison in situ
Adultes Echantillonnés en 2004 et 2006 417  Structuration spatiale de la diversité
reproducteurs Voisinage de la parcelle 1064 36 génétique
Total * Flux de genes intra- et inter-parcelles
Ressource autochtone Massif 116
Parcelle 1062 3 » Caractérisation de la production de graines
Descendances| Parcelle 1063 13  Flux de pollen et Régime de reproduction
maternelles Parcelle 1064 15
Total 31
Plot A : semis 2003 65 » Diversité génétique au sein de jeunes sem
Jeunes semis | Plot B : semis 2003 59 naturels
issus de | Plot C: semis 2003 65 Flux de génes (pollen et graines) réalisé
régénération | Plot D : semis 2003 60 «  Evolution démographique d'une
naturelle Plot E : semis 2000 49 régénération naturelle
Total 298

Table II.1. Matériel végétal inclus sous forme d’arbres adultes, descendances maternelles ou
de jeunes semis, dans I'étude de la diversité génétique au sein d’'une régénération naturelle
dans le massif de Haguenau. Tous les individus référencés dans ce tableau ont fait I'objet de
prélevement de tissus vivants (aiguilles, cambium ou embryons) pour génotypage.
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Figure 11.6. Présentation des zones d’échantillonnages de semis naturels de pin sylvestre au
sein des 5 plots de régénération étudiés. Dans les plots A a D, chaque cadre couvre une
surface de 1m2. Dans le plot E, le quadrilatére représente la zone de 18m2 échantillonnée. Les
angles de chaque cadre ont été géoréférencés par rapport aux pins adultes les plus proches.
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1.1.4 Observations réalisées sur le matériel végétal

Diversité génétique neutre et diversité adaptative, composantes de la variabilité
intraspécifique et de I'adaptation a un environnement changeant, tous ces parametres utilisés
pour décrire une ou plusieurs populations peuvent étre décrits a différents niveaux : a un locus
ou plusieurs loci répartis sur le génome pour représenter la variabilité entre génotypes ; pour
un caractére ou une série de caracteres pour représenter la variabilité entre phénotypes.

Dans ce travail ou sont comparées des populations d’arbre adultes, de graines, de jeunes
semis, nous avons utilisé deux types de descripteurs :

- des marqueurs moléculaires, qui permettent de mesurer la diversité génétique neutre, de
réaliser des analyses de parenté et de suivre I'impact des forces évolutives, notamment la
migration a travers les flux de pollen et de graines ;

- des caractéres morphologiques ou traits d’histoire de vie permettant de décrire la population
de reproducteurs et différents déterminants biologiques potentiels des flux de pollen et de
graines réalisés. Une attention particuliere a été portée au choix de caractéres facilement

mesurables par les gestionnaires et pour toutes les situations de peuplement possibles.

1.1.4.1. Description de la variabilité phénotypigue pour différents

caracteres

Les observations réalisées ont été concentrées sur différents caracteres liés a la reproduction et
directement susceptibles d'affecter la production de semences destinée a assurer le

renouvellement du peuplement adulte.

* Variabilité des caractéristiques de floraison de la population adulte

Dans le cadre de I'analyse de la mise en place d’'une régénération naturelle, nous avons

cherché a caractériser les floraisons male et femelle de la population d’arbres adultes, ceci sur

plusieurs années de fagon a évaluer 'ampleur de la variation interannuelle. Nous avons donc

évalué I'abondance et la phénologie de floraison male et femelle de 59 pins sylvestres adultes

répartis au sein des trois parcelles et ce pendant trois années consécutives (2004 a 2006).
L’observation de l'intensité de floraison sur ces vieux arbres adultes n’est pas chose aisée et

n'a pu étre approchée ici qu’a partir de notation en 4 classes apres observation des houppiers a

'aide de jumellesTableau 11.2). La phénologie de floraison a elle aussi été notée selon le
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Figure 1.7 : Plots de régénération D (gauche) et E (droite) photographiés en 2004. La photo
au centre représente un cadre et son maillage utilisé pour la cartographie et le suivi des semis.
Chaque angle du cadre en bois de” &st géoréférencé dans le plot, puis les semis sont
référencés a l'intérieur du cadre selon des coordonnées colonne-ligne correspondant aux 100
cases du maillage.

Note Floraison male Floraison femelle
0 Pas de fleurs Pas de fleurs

Quelques fleurs dispersées dafielques fleurs dispersées ¢
1 le houppier le houppier

Une fleur sur la moitié des
2 pousses terminales Une fleur par pousse terminale

Une fleur sur toute les poussed?lus d'une fleur par pousse
3 terminales terminale

Tableau 11.2. Définition des notations a 4 classes utilisées pour estimer 'abondance des
floraisons male et femelle

Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4

Figure 11.8: Echelles de notation a 4 classes utilisées pour évaluer la phénologie des
floraisons méle (haut) et femelle (bas) chez le pin sylvestre. Le stade 3 correspond pour les
inflorescences méales a la période d’émission de pollen, et pour les inflorescences femelles au
stade de réceptivité maximale.
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stade de développement des fleurs, noté de 1 a 4. La note attribuée a chaque individu

correspond au stade atteint par la majorité des fleurs du houipigiere 11.8).

* Variabilité des caractéristiques de fructification de la population adulte

En plus de la composante de floraison, les caractéristiques de la fructification sont
importantes a prendre en compte pour préciser le succes reproducteur des individus. La
production de graines pleines étant seule susceptible de se traduire par une production de
semis, le dénombrement et le tri (graines vides et pleines) des graines extraites ont permis de
mesurer un nombre moyen de graines pleines par cone, le taux de graines pleines et le poids

de ces graines. Les graines ont ensuite été stockées en chambre froide avant génotypage.

1.1.4.2.Mesure de la diversité génétique neutre a l'aide de

marqueurs moléculaires

Afin de décrire la diversité génétique neutre et sa structuration spatiale, nous avions besoin de
marqueurs moléculaires adaptés. Ces marqueurs devaient également permettre de caractériser
les flux de genes et donc étre suffisamment polymorphes pour discriminer les différents
individus participant aux évenements de reproduction. Pour cela, nous avons utilisé plusieurs
types de marqueurs microsatellites développés chez le pin sylvestre ou transférés depuis
d’autres especes de pins.

* Mise au point d’'une méthode originale d’extraction d’ADN a partir de cambium

Décrire la diversité génétique et identifier les flux de gene nécessitent de caractériser le
génotype de nombreux individus. Au début de ce travalil, I'extraction d’ADN était réalisée sur
des aiguilles et nécessitait la récolte de rameaux par tir au fusil. C’est ainsi que les premiers
arbres-méres ayant fait l'objet d'une récolte de descendances maternelles ont fait
simultanément l'objet de récolte d’aiguilles avant extraction d’ADN selon une méthode
classique utilisant un kit d’extraction Qiagen ®. Devant I'ampleur du travail que représentait
la récolte d’échantillons sur de nombreux individus adultes par tir au fusil, nous avons décidé
de mettre au point une méthode d’extraction de 'ADN a partir de cambium. Prélever le
cambium de nombreux individus a hauteur dhomme avec un emporte-piéces s’avere
nettement plus facile et rapide a réaliser sur le terrain (200-250 individus/jour) que le tir de
rameaux, notamment en peuplements adultes de grands arbres, denses ou mélangés. Sur le site

de Haguenau en mars 2006, le cambium de 417 pins adultes a été prélevé a I'emporte-piéece.
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Figure 11.9: Echantillon de bois prélevé sur arbres adultes a I'aide de 'emporte piece (a) et
disque de cambium utilisé pour I'extraction d’ADN (b). La fleche représente la position
approximative du cambium dans I'échantillon.

Code
Microsatellite ~ Espéce Motif répété  Taille (pb) H, GENBANK  Source
SPAC12.5 Pinus sylvestris (GT)2o(GA)1o 155 0,94a AJ223772 Soranzo e#l .,1998
SPAG7.14 Pinus sylvestris (TG)17(AG),, 209 0,92a  AJ223771  Soranzo etl.,1998
Pt ctg4363  Pinustaeda  (AT) 100 NA BV728807  Chagné etl ., 2004
Pttx3025 Pinus taeda _ (TTG),...(TTG); 145 0,79b  AY304034  Auckland etal ., 2002

Tableau 11.3. Caractéristiques des 4 marqueurs microsatellites nucléaires utilisés. L’espece
citée est celle sur laquelle le microsatellite a été développé et la source correspond a la
publication. He diversité génétique estimée (Nei 1973) chez le pin sylvestre d'aprés Robledo
etal., 2004 et Gonzales-Martinez et al., 2004e code GENBANK permet d’accéder a la
description compléte de chaque microsatellite sur le site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccoreNA donnée non disponible.
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Deux a trois rondelles de 1,5cm de diametre ont été prélevées sur chaque arbre, sur une
profondeur d’environ 2,5cm sous écorce afin d’étre sdr de prélever les tissus du cambium. Les
échantillons ont ensuite été conditionnés a — 80 °C jusqu’a extraction de 'ADN. Celle-ci a été
réalisée au laboratoire a partir d'un disque de cambium prélevé sur chaque arbre échantillon

(Figure 11.9) et est présentée en détails dadstiexe 2.

L’ADN des aiguilles des semis de plots de régénération et celui des graines a été extrait a
'aide du kit Qiagen ® selon un protocole classique identique a celui utilisé pour extraire

I’ADN des aiguilles des individus adultes.

* Génotypage a l'aide de marqueurs microsatellites

Compte tenu de leur forte variabilité et de leur caractére neutre, les marqueurs de type
microsatellites constituent des outils de choix pour I'analyse des flux de §&Enestypes de
marqueurs microsatellites ont été utilisés : des marqueurs nucléaires a hérédité bi-parentale et
des marqueurs chloroplastiques haploides a hérédité paternelle chez les pins. La différence de
mode d’héritabilité de ces marqueurs peut apporter des informations complémentaires pour
caractériser la diversité génétique et sa structuration spatiale. De plus, les marqueurs
chloroplastiques, a hérédité paternelle, sont particulierement adaptés a I'analyse des flux de

pollen.

L'ensemble des individus (graines, semis, adultes) a été génotypé avec 4 marqueurs
microsatellites nucléaires développés cRenis sylvestriet Pinus taedaTableau 11.3). Les
protocoles détaillés d’amplifications sont fournisAemexe 3. Les fragments microsatellites

ont été analysés par un séquenceur automatique ABI 3100 (Applied Biosystems) avec I'étalon
interne GeneScanROX-500. Pour chaque microsatellite, la ségrégation mendélienne avait
préalablement été testée a l'aide de graines issues de croisements controlés (5 meres
différentes et 10 graines minimum par croisement) pour les marqueurs SPAC 125, SPAG 714
et Pt _ctg4363. Cette ségrégation a également été testée dans le cadre de ce travail pour le
marqueur Pttx3025. Les lectures ont été menées indépendamment par 2 personnes et
l'attribution des alleles a été réalisée par analyse de la fonction de densité de la taille des
fragments identifiées par le séquenceur (vAmnexe 4). Cette méthode associée a un
séquencage d’allele douteux permet notamment de diminuer le risque d'attribution de faux

alléles rares.

La combinaison de plusieurs loci (non recombinants) constitue un marqueur de paternité de

choix puisque le profil d’'un individu (haplotype) correspond exactement a celui de son péere
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Microsatellite ~ Espéce Motif répété Taille (pb) Nombre d'alléles Source

Pt15169 Pinus thunbergii (C)s(T)sA(T)s 118 5 Vendramin egl., 1996
Pt26081 Pinus thunbergii (T)14 112 42 Vendramin egl., 1996
Pt30204 Pinus thunbergii (A)12(G)io 145 7 Vendramin efl., 1996
Pt36480 Pinus thunbergii (T)11 147 3 Vendramin egl., 1996
Pt41093 Pinus thunbergii (T)11 78 NA Vendramin efl., 1996
Pt45002 Pinus thunbergii (T)1s 167 6° Vendramin etl., 1996
Pt71936 Pinus thunbergii (T)1s 148 6° Vendramin etl., 1996
Pt79951 Pinus thunbergii (T)12 145 5 Vendramin etl., 1996
Pt87268 Pinus thunbergii (T)14 165 52 Vendramin efl., 1996
PCP87314 Pinus sylvestris (T)14 116 5 Provan efil., 1998

Tableau 11.4. Caractéristiques des 10 marqueurs microsatellites chloroplastiques utilisés.
L’espéce citée est celle sur laquelle le microsatellite a été développé et la source correspond a
la publication. Le nombre d’alleles correspond a celui observé chez le pin sylvestre a chaque
locus d'aprés Robledo at., 2008 ; Naydenov etl., 2008 et Provan egl., 1998. NA

donnée non disponible.
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(Plomion et al., 2001 ; Provan et al., 2001). Dix marqueurs microsatellites chloroplastiques
ont été retenus pour décrire la diversité génétique des apports paternels a la production de
graines ou de jeunes semigableau I1.4). Les amplifications ont été réalisées selon deux
multiplexages de 3 marqueurs (véinnexe 2) et les fragments ont été analysés de maniere
identigue a celle décrite pour les marqueurs nucléaires. Les lectures ont été meneées
indépendamment par 2 personnes pour limiter les risques d’erreur. Pour réaliser ensuite les
différentes analyses génétiques, les alleles aux différents locus ont été combinés pour chaque
individu afin de définir son haplotype. Seuls six de ces dix marqueurs ont été utilisés pour la
suite des analyses (Pt15169, Pt26081, Pt30204, Pt36480, Pt71936, Pt87314), les quatre autres
n'apportant aucune discrimination supplémentaire entre individus (marqueurs monophormes

ou redondants avec les 6 retenus).

1.2 Les peuplements mélangés chéne-pin en forét d'Orléans

1.2.1Présentation du site expérimental

Les peuplements mélangés Chéne et Pin sylvestre constituent un bon exemple de peuplements
"complexes". lls couvrent une surface voisine de 50 000 ha dont prés de 23 000 ha dans le
Bassin Parisien (données IFN, mélanges pris en compte a partir d’'une représentativité
minimum de 25 %). Parmi eux, les peuplements de plaine étaient pour la plupart, a leur
origine, des peuplements incomplets de chéne, présentant de nombreuses trouées ou clairiéres,
gui ont été ensemencées ou plantées de pins, d'origine et de provenances diverses, a partir du
XIX ®™siécle. Souvent, ces peuplements étaient considérés comme transitoires, leur role étant
de reconstituer une ambiance forestiére, permettant aux essences nobles (chéne, parfois hétre)
de s'installer et former en deuxieme génération un nouveau peuplement complet
monospécifique et régulier. Le forestier a donc généralement privilégié localement une
essence au détriment de l'autre ; au mieux, il les a conduites de facon indépendante. Ces
peuplements qui ont finalement perduré en tant que peuplements mélangés, du moins a
I'échelle du paysage, ont acquis une valeur patrimoniale ; ils constituent maintenant I'identité
de nombreux massifs forestiers comme celui d’Orléans. Par ailleurs, la sylviculture du pin
sylvestre tend a se modifier selon plusieurs directions. En région Centre par exemple, il existe
une volonté de diversification des sylvicultures des pins. Des sylvicultures alternatives a la
gestion en peuplements purs et denses de pins sont développées : jusqu’alors largement

plantée a partir d’origines génétiques diverses, cette essence tend de plus en plus a étre
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Figure II.1C Cartographie des parcelles de la forét d’Orléans selon les 9 grands typeasréorest
nationaux (IFN, 2002). La fleche indique représente la position approximative de la parce
Noter la faible proportion de futaie de coniféres dans le secteur étudié par rapport au secteu
Sud-Est du méme massif.

Figure 11.11 : Photographie aérienne de la parcelle 951 (contour rouge). Les deux zones
sylvestre sont clairement identifiables. La zone de piégeage est représentée en vert.
présence d’un jeune peuplement non fructifere situé au bas de la photograplpmsLeylvestre
situés en haut a droite de la photographie forment un groupe distant d’environ 200m de
d’étude.
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régénérée par semis naturels. Les densités de peuplement sont en outre amenées a diminuer et
I'on va probablement assister aussi, dans les décennies a venir, & une modification de la nature
des peuplements (passage de peuplement de pin sylvestre pur a des peuplements mixtes

chénes-pin sylvestre).

Les peuplements mélangés de chéne et pin de la forét d’Orléans ne sont probablement pas
aléatoirement répartis. lls sont liés a des stations qui posaient des problemes de reboisement
au XIXeme siecle (Domet, 1892 ; Lefebvre, 1885). Un certain nombre de cartes (dont Criés,
1869) sont d'ailleurs trés utiles pour localiser 'emplacement des vides #il'¢i&cle et

des premiers boisements de pins. Des conditions pédologiques (hydromorphie surtout) et de
concurrence interspécifique défavorables (espéces fortement concurrentielles telles que
Pteridium aquilinum Molinia caerulea etCalluna vulgarig (Duchaufour, 1947) ont en effet

rendu nécessaire le recours a cette espece réputée frugale qu’est le pin sylvestre. Le massif
d'Orléans étant situé en dehors de l'aire naturelle de répartition du pin sylvestre, les
boisements réalisés avec cette espece sont donc tous d'origine allochtone et des origines
multiples y ont été introduites des le début du XIXe siecle, période ou débuta 'aménagement
de cette forét (Voccia, 2005).

La forét domaniale d’Orléans est constituée de 3 grands massifs qui couvrent un territoire de
plaine (altitude moyenne : 140m) d’environ 35 000ha caractérisé par une quasi absence de
topographie (70m de dénivelée), des sols d'épaisseur variable, généralement pauvres
chimiquement, acides, plus ou moins hydromorphes et a réserve en eau faible a moyenne due
a des textures a dominante sableuse, une température annuelle moyenne de 10,4 °C et des
épisodes de sécheresse post printaniére et estivale. Notre étude s’appuie sur la parcelle n° 951
(18ha) située dans la partie nord du massif d’'Ingrannes (13 550ha) ou le pin sylvestre est
plutdét moins représenté que dans le reste du m&sgiiré 11.10). De plus, en raison de son
caractére isolé (le premier peuplement de pins sylvestre est distant de 200m), cette parcelle
constitue non seulement le reflet de la situation d’'une partie des peuplements mélangés de la
forét d’Orléans mais aussi une situation expérimentale idéale pour I'étude des flux de graines,
permettant de s’affranchir au moins en partie de l'influence des peuplements V&igime (

[1.11). La zone d’étude, d’'une superficie de 7,5ha, est constituée d’'une futaie mélangée
chéne-pin sylvestre en cours de régénération ou les deux espéces sont co-dominantes.
L'importance relative des chénes varie au sein de la parcelle (surface terriére/ha de 2,5 a 20
m?), et les gros bois (diamétre supérieur & 50cm) et bois moyens (diamétre entre 30 et 50 cm)

représentent I'essentiel des chénes du peuplement (63% et 34% respectivement). La majorité
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Figure 11.12. Carte du site d'Orléans avec localisation de tous les pins sylvestres inventoriés
et dispositifs de piégeage de graines installés en 2007 (gauche) et en 2008 (droite). Les points
noirs représentent les piéges, les triangles verts les pins. L’augmentation de densité de pieges
pour des distances moyennes est visible sur le dispositif de 2008 sur deux transects.
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des pins est présente dans deux ilots semi-circulaires d’environ 50m de rayon composeés de
tiges de diamétre moyen 46,5cm et de hauteur dominante 31m. La structure spatiale du
peuplement peut étre assimilée a un type 3 d'aprés une classification des peuplements
meélangés de la forét d'Orléans (Ngo Bieng et al., 2006), ou les pins sont agrégés et en

répulsion avec les chénes.

1.2.20bjectifs des études

L’étude menée sur ce site expérimental a pour objectifs i) de préciser le processus de
dispersion des graines de pin sylvestre dans un peuplement mélangé caractérisé par une
répartition spatiale irréguliére des reproducteurs, ii) d’évaluer I'hétérogénéité de la production
de graines a I'échelle du peuplement et d’explorer les déterminants de cette hétérogénéité et
iii) d’identifier, a 'usage des gestionnaires, des descripteurs de déterminants importants de la

dispersion des graines, permettant d’assurer le succes d’une régénération naturelle.

Ne seront pas ici abordées les questions traitant des capacités de survie et de croissance des
jeunes semis en fonction des conditions micro environnementales (type de couvert, intensité
et qualité d’éclairement, type de végétation concurrente,..). Le processus décrit est donc un
processus potentiel qui ne prend pas en compte les effets micro-environnementaux qui
peuvent modifier la structuration spatiale de la régénération naturelle lors du passage entre un
flux potentiel (dispersion des graines) et un flux réalisé (régénération considérée comme

acquise).

1.2.3Géoréférencement et caractérisation de la population d’arbres

reproducteurs

Un géoréférencement exhaustif des 234 pins sylvestres adultes de la zone d’étude a été réalisé
a l'aide d’un théodoliteRigure 11.12). La cartographie obtenue montre une majorité de pins
situés dans deux zones relativement denses et une minorité (41 au total) répartis dans des

zones composeées essentiellement de chénes.

La caractérisation du peuplement reproducteur porte sur des criteres dendrométriques
(diametre individuel a 1,30m en cm) et sur lintensité individuelle de fructification,
directement susceptible d’affecter la production de graines. Etant donné que les pins sont co-

dominants, avec des houppiers de tailles relativement similaires, on considére que
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Figure 11.13: Détails d'un piege a graines (a gauche). Le long d’'un transect, le nombre de
pieges posés augmente au fur et a mesure que I'on s’éloigne des zones denses en pins (a
droite).
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'abondance de cbnes est un bon indicateur de leur capacité de production de graines. Les
arbres forestiers présentent non seulement une forte variabilité interannuelle de floraison mais
aussi de fructification. De plus, la mise en place d'une régénération naturelle par un
gestionnaire s’étalant généralement sur plusieurs années, il importe, comme pour la floraison
a Haguenau, de caractériser au cours de plusieurs années la diversité phénotypique présente
sur les caractéristiques de fructification. Nous avons donc mesuré I'abondance de la
fructification individuelle de 170 pins sylvestres adultes répartis au sein des trois parcelles et
ce pendant deux années consécutives (2007 et 2008). Les 41 arbres plutét isolés font tous
partie de cet échantillonnage. Dans les zones denses en pins, ou I'observation des houppiers
est difficile, des notations de fructifications ont été réalisées uniquement pour des arbres
situés a moins de 30m de la lisiere des ces deux zones. Le niveau individuel de fructification a
éte estimé a la jumelle selon une échelle de notation a 5 classes.

Toutefois, afin de préciser la capacité de production de graines pleines, qui constitue le
caractére intéressant directement le gestionnaire, des descendances maternelles ont été
récoltées chaque année (2007, 2008) sur 40 arbres sous forme de lots variant de 7 a 34 cbnes
par arbre (24 en moyenne). Les arbres récoltés ont été choisis pour couvrir le gradient
d’abondance de cbnes, et sont situés aussi bien en zones denses en pins qu’en situation isolée.
Parmi ces 40 arbres, 30 sont communs aux deux années. Pour chacune des descendances
maternelles, 'ensemble des graines produites ont été extraites, triées (graines vides et pleines)
et dénombrées puis stockées en chambre froide. Le dénombrement et le tri (graines vides et
pleines) des graines extraites ont permis de mesurer le nombre de graines pleines par cone, le

taux de graines pleines et le poids de 1000 graines.

1.2.4Dispositifs de piégeage de graines

Une fois réalisée l'inventaire et la cartographie du peuplement, nous avons mis en place deux
dispositifs de piégeage de graines Iégérement différents en 2007 et eRig0082.12). Les
graines ont été piégées grace a 120 piéges de De@Fistruits pour cette étudeigure 2.13)

et disposés pour répondre a deux objectifs :

i) En 2007, l'objectif était d’estimer la capacité de dispersion des graines a longue
distance. Pour cela, les pieges ont été répartis le long de 5 transects partant des deux zones
denses en pins considérées comme les deux principales sources de graines. Un piége a été
placé tous les 5m pour des distances inférieures a 50m de la source, cette distance de 50m

étant considérée comme seuil de dispersion (Camarero et al., 2005 ; Ribbens et al., 1994).
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Variable Description

N10 Nombre d'arbres dans un rayon de10m

N15 Nombre d'arbres dans un rayon de15m

N20 Nombre d'arbres dans un rayon de20m

N30 Nombre d'arbres dans un rayon de30m

N50 Nombre d'arbres dans un rayon de50m

Dmin Distance a l'arbre le plus proche (m)

D5 Distance moyenne aux 5 arbres les plus proches (m)
D10 Distance moyenne aux 10 arbres les plus proches (m)
D15 Distance moyenne aux 15 arbres les plus proches (m)
D30 Distance moyenne aux 30 arbres les plus proches (m)

Tableau 11.5 : Définition des variables utilisés pour caractériser le voisinage reproducteur des
pieéges a graines
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Pour les distances comprises entre 50 et 150m de la source, une série de pieges est placée
tous les 25m. Afin de pouvoir capter les événements a longue distance supposés plus
rares, le nombre de piéges par série augmente avec la distance a la source (de 2 a 8).

i) Pour I'année 2008, une fois la capacité de dispersion a longue distance estimée a partir
des piégeages de 2007, nous avons voulu préciser cette dispersion a moyenne et courte
distance et connaitre I'intensité de la pluie de graines dans des situations denses en pins. Pour
cela, nous avons modifié le dispositif 2007 pour augmenter la densité de piéges pour des
distances comprises entre 50 et 100m a partir des bouquets de pins. 65 pieges communs aux
deux années sont donc répartis le long de 4 transects (un transect de 2007 a été enleve) pour
des distances allant jusqu’a 50m des zones denses. Douze piéges supplémentaires complétent
ces transects pour des distances allant de 50 a 100m. Les 43 piéges restants sont placés sous

les zones denses selon un maillage de 25 x 25m.

Chaque année, les pieges ont été récoltés tous les cing jours entre début Mars et fin Juin. La
récolte était arrétée lorsqu’'aucune graine supplémentaire n’était observée dans les piéges

pendant 15 jours consécutifs.

1.2.5Caractérisation de I'’environnement des piéges a graines

Dans les peuplements mélangés, étant donnée la taille limitée de la source de graines, définir
des prédicteurs de la pluie de graines est d'une importance considérable pour mener des
stratégies de régénération efficaces. Puisque notre peuplement présente une forte
hétérogénéité de la densité locale de pins, on s’attend a ce que la pluie de graines reflete ces
variations de densité. Afin de mettre en relation le nombre de graines par piége et les
caractéristiques du voisinage reproducteur, différentes variables ont été calculées pour chaque
piege a partir des données géoréférencéabléau 11.5). Le voisinage reproducteur peut

ainsi étre défini par la taille du voisinage (un effectif en pins adultes) dans un rayon donné
variant de 10 a 50m dans notre étude (N10 a N50) et/ou par la distance moyenne a une source

de taille variable, variant de 5 a 30 arbres dans notre cas (Dmin a D30).

1.2.6Etude de la régénération naturelle

Pour caractériser la variabilité du processus de germination dans I'espace, qui permet le
passage d’'une dispersion potentielle des graines a une dispersion réalisée, un comptage de
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Type de marqueur Paramétre Abréviation Logiciel utilisé
Nucléaires Nombre d'alléles par locus A GenAlEx 6.2
Nombre efficace d'alleles Ae GenAlEx 6.2
Nombre d'alléles avec fréquence >5% Asy, GenAlEx 6.2
Nombres d'alléles privés Ap GenAlEx 6.2
Hététozygotie observée Ho Fstat 2.9.3
Hétérozygotie attendue He Fstat 2.9.3
Déficit en hétérozygotes Fis Fstat 2.9.3
Probabilité d'exclusion EP Cervus 2.0
Chloroplastiques Nombre d'haplotypes Nh R Development Core Team
Nombre d'haplotypes privés Hp R Development Core Team
Nombre d'haplotypes uniques H,; R Development Core Team
Nombre d'haplotypes avec fréquence >5% Hso, GenAlEx 6.2
Diversité haplotypique Hs GenAlEx 6.2
Probabilité d'exclusion EP GenAlEx 6.2

Tableau 11.6 : Les différents parametres de diversité génétique calculés.
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semis issus du processus de dispersion de 2007 a été réalisé en juin 2007. A chaque point d’'un
maillage de 25 x 25m (84 points au total), une zone de @x 2m) a été subdivisée en

quatre quadrats de Fimui ontfait chacun I'objet d’un inventaire exhaustif des semis présents.

En se basant sur I'hypothése qu'a une échelle dfél #xiste peu de variabilité de la pluie de
graines, la variabilité du nombre de semis reflete la variabilité du processus de germination.
Pour pouvoir expliguer cette variabilité, une notation de réceptivité du milieu pour chaque
guadrat a été réalisée selon 3 classes : non réceptif (exemples : présence d’une souche, d’'une
orniere remplie d’eau), peu réceptif (exemples : présence d'un amas de branches, d’'une litiere
épaisse et continue de feuilles de chénes, de touffes de jonc) et réceptif (absence d’obstacle
identifié).

2. Analyse des données recuelllies

2.1 Analyse des données moléculaires

2.1.1Descripteurs de la diversité génétique

Afin de caractériser la diversité génétique présente dans les populations de reproducteurs , de
graines ou de jeunes semis échantillonnées dans le site de Haguenau, plusieurs parameétres
génétiques de base ont été calculés pour chacun des types de marqueurs moléculaires utilisés
(chloroplastiques et nucléaired)apleau 11.6). Dans le cas des marqueurs chloroplastiques,
l'analyse de la diversité neutre a été réalisée sur les haplotypes seuls, qui ont été définis a
'aide d’'un code R développé pour cette étude. Différents parametres ont été calculés avec
GenAlEx version 6.2 (Peakall et Smouse, 2006) : le nombre d’haplotype (Nh), le nombre
d’haplotypes privés ou spécifiques a la population d’étude (Hp), le nombre d’haplotypes
représentés par un seul individu (H1), le nombre d’haplotypes présentant une fréquence
relative supérieure a 5% dans la population d’étude (H5%), la diversité haplotypique Hs et la
probabilité d’exclusion EP.

Pour les marqueurs nucléaires, le nombre d’alléles par locus (A), le nombre efficace d’alleles
par locus (Ae), le nombre d’'alléles privés (Ap) et le nombre d’alléles de frequence relative
supérieure a 5% (A5%) ont également été calculés avec GenAlEx version 6.2 (Peakall et
Smouse, 2006). Les valeurs d’hétérozygotie observée (Ho) et attendue (He) et le déficit en
hétérozygotes (Fis) ont été calculées avec Fstat version 2.9.3 locus par locus et au niveau
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multilocus (Goudet, 1995). Les probabilités d’exclusion (EP) ont été déterminées avec Cervus
version 2.0 (Marshall et al., 1998).

2.1.2Différentiation génétique des nuages polliniques

Sous I'hypothése de flux de genes limités dans I'espace, on s’attend a ce que la différentiation
génétique augmente avec la distance (Wright, 1983). Des méthodes statistiques ont ainsi été
développées pour prédire les capacité des dispersion du pollen a partir des estimations de
différentiation entre les nuages polliniques captés par différents arbres meres (Smouse et al.,
2001 ; Robledo —Arnuncio et al., 2007). Ces analyses de différenciation peuvent par ailleurs
permettre de mettre en évidence les facteurs qui influencent la dispersion du pollen et le
succes reproducteur male (Dyer et Sork, 2001).

Dans le vaste massif a forte dominance de pins sylvestres que constitue la zone de Haguenau,
on peut émettre I'hypothése de la présence d’'un important nuage pollinique en période de
floraison, résultat des contributions polliniques cumulées et plus ou moins intimement
mélangées des reproducteurs présents dans les divers boisements de pins sylvestres
sexuellement matures. Les dimensions d'un tel nuage excederaient largement celles de
chacune des unités de gestion forestieres. Il nous a donc paru pertinent dans un premier temps
de vérifier s'il existait réellement une différentiation entre les compositions génétiques des
nuages polliniques captés par les arbres meres de notre zone d’étude (3 parcelles). Dans le cas
d'une différentiation effective entre nuages polliniques, nous avons réalisé une analyse
complémentaire de la diversité génétique de chacun dentre eux et des niveaux
d’apparentement intra nuage et entre nuages.

Estimer le niveau de différentiation des nuages polliniques captés par les différents arbres
meres (approche TwoGener, Smouse et al., 2001) nécessite de connaitre l'identité génétique
des gametes males qui sont a l'origine des graines étudiées. Une approche directe, a partir des
marqueurs du génome chloroplastique, permet d’identifier le génotype du gaméte male
puisque I'haplotype de la graine reflete exactement I'haplotype du gameéete male qui l'a
engendrée. En revanche, les marqueurs nucléaires ne permettent pas d’accéder directement a
cette information. L'analyse des descendances maternelles permet toutefois de déduire le
génotype paternel par comparaison du génotype de la graine avec celui de la mere dont elle
est issue. Le génotype du gaméte male est donc reconstruit en soustrayant pour chaque locus
le génotype de la mere au génotype de la graine (Smouse et al., 2001). Dans certains cas, le

gamete male peut étre retrouvé sans ambiguité, mais lorsque la mére et son descendant sont
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hétérozygotes pour les mémes alleles, il s’avere impossible de distinguer les génotypes des
gametes maternel et paternel. Dans ce cas, le génotype du gaméte male est reconstruit par
maximum de vraisemblance en fonction des fréquences alléliques des marqueurs utilisés dans
la population de graines (Smouse et al., 2001). Le jeu de données a ainsi été reconstruit pour
chaque descendance maternelle.
Pour quantifier la différenciation des nuages polliniques (PhiFT), la population de gametes
paternels a été analysée selon une AMOVA (Excoffier et al. 1992). La distance entre les
paires de profils polliniques a donc été calculée en utilisant d'une part les haplotypes des
graines et d’autre part les génotypes des gameétes reconstruits a partir des données nucléaires.
L’analyse de différentiation a été conduite a trois niveaux :

(1) au niveau de I'arbre-mére, en regroupant les descendances par arbre ;

(2) au niveau de la phénologie de floraison femelle, en regroupant les descendances
selon la phénologie précoce ou tardive des arbres meres ;

(3) au niveau de la parcelle, en regroupant les descendances selon le parcellaire.
La différentiation a été testée au niveau global puis au niveau spatial (cas 1 uniquement) afin
de savoir s’il existait une structuration spatiale des nuages polliniques (approche identique a
TwoGener (Smouse et al., 2001)) en fonction des groupes définis. LAMOVA a par ailleurs
permis d’obtenir les contributions relatives des variations génétiques intra- et inter-groupe.
L’ensemble des analyses a été réalisé a l'aide du logiciel Genalex 6.2 (Peakall et Smouse,
2006). La significativité de la différenciation des nuages polliniques a été testée par 1000

permutations aléatoires.

2.1.3Apparentement génétique des nuages polliniques

Avoir des nuages polliniques différenciés ne signifie pas forcément que ces nuages ne
présentent pas un certain niveau d’apparentement entre gametes males. En plus de tester la
différentiation des nuages polliniques, il s’avére aussi important de calculer le niveau

d’apparentement au sein de chaque descendance.

Principe d’analyse

La diversité du nuage pollinique capté par chaque arbre-mére a été caractérisée a l'aide d’'un
coefficient moyen d’apparentement Fs (Hardy et al., 2004) calculé sur les descendances
maternelles. Les profils des gamétes méles ont été reconstruits en comparant le génotype des

graines et celui des meres. La seule difféerence par rapport a la méthode utilisée dans le
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paragraphe précédant réside dans la reconstruction des profils des gametes méales dans les cas
ambigus (voir Hardy et al., 2004 pour plus de détails). Le jeu de données a ainsi été
reconstruit pour chaque descendance maternelle en considérant le gamete male homozygote
dans les cas non ambigus, et hétérozygote dans les cas ambigus (Hardy et al., 2004). Pour
chaque paire de gametes paternels au sein d’'un arbre-mere, le coefficient d’appareftement F

a ensuite été calculé selon I'équation suivante (Loiselle et al., 1995) :

ZZ( pai _T‘]a)( plaj _l_ola) 1
E = I a
Yy hep) 20D

ou p, etp, sontles fréquences de I'allele a, au locus I, pour les gameétes paternelgj et j ;

est la fréquence moyenne de l'alléle a, au locus |, et n indique le nombre total de gamétes pour
'ensemble des descendances maternelles.

Dans un premier temps, les valeurs de Fs ont été obtenues en calculant la moyepne des F
sein d’'un arbre mere (i.e. entre demi-fréres) pour obtenir une valeur pour chaque arbre mere.
2Fs permet d’estimer la probabilité qu'une paire de gamétes a l'intérieur du nuage pollinique
d’'un arbre-mere posséde le méme pére (Hardy et al., 2004). Par la suite, la moyenne des F
pour des descendants issus d’'arbres-mére différents a été calculée en fonction de la distance
séparant les arbres-meres. L'apparentement entre nuages polliniques peut ainsi étre mesuré

dans une perspective spatiale.

Analyses réalisées

Les analyses ont été realisées a partir des données nucléaires et chloroplastiques. Pour les
données nucléaires, les informations utilisées sont les alléles & chaque locus. Lorsque l'alléle
male a un locus peut étre reconstruit sans ambigBité, =1 si l'allele paternel est l'alléle a,
sinonP, = 0. Si le descendant et la mere ont le méme génotype hétérozygote, la contribution
paternelle ne peut étre estimée sans ambiguité, et dans g cas : = 0.5 pour chacun des deux

alleles possibles etp,;, = 0 pour les autres alléles. Pour les données chloroplastiques, il n'y a
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pas d’ambiguité dans le génotype du gamete paternel. L’analyse est donc réalisée en
considérant un seul locus awgc =1 si I'haplotype paternel est I'hnaplotype a.

On s’attend a ce qugF 0.5 si les gamétes i et j ont pour origine le méme pereg, ©tOFsi

les gameétes ont pour origine des péres non apparentés. Pour chaque arbre-mére, Fs est ainsi
inversement proportionnel au nombre efficace de peggsaMec N= 1/2F qui est une
mesure courante de la diversité du nuage pollinique. Pour vérifier I'existence d'une
structuration de l'apparentement entre descendances en fonction de la distance, 10 000
permutations aléatoires des individus ont été réalisées. Celles-ci permettent de construire
'enveloppe d’absence de structuration spatiale de I'apparentement (intervalle de confiance a
95%). L'ensemble des analyses a été réalisé a l'aide du logiciel SPAGEDI (Hardy &
Vekemans, 2002).

2.1.4Caractérisation du régime de reproduction

Le régime de reproduction des plantes est une ésist@jue biologique importante des
especes. C'est en effet un déterminant majeur de la diversité et de la structure génétique des
populations, mais aussi de leur potentiel évolutif (Brown, 1990). Les plantes ont été classées
selon les caractéristiques de leur régime de reproduction qui varie de I'autofécondation pure a
l'allofécondation pure (Brown, 1990). Les coniferes, especes monoiques a pollinisation
anémophile, sont généralement caractérisés par un régime de reproduction mixte, qui permet a
la fois de 'autofécondation et de I'allofécondation (Mitton, 1992). Les taux d’autofécondation
sont toutefois relativement faibles, la majorité des événements de pollinisation (>90%) ayant
pour origine du pollen issu d’'un individu différent de celui qui produit les graines (Mitton,
1992). Cette observation est cependant en contradiction avec la loi d’action de masse, qui
prédit que le nombre d’événements de pollinisation par un pére est fonction de la quantité de
pollen de cet individu autour d’un arbre meére cible (Holsinger, 1995).

Nous avons donc étudié le régime de reproduction du pin sylvestre au sein de trois parcelles
contiglies présentant des densités locales de reproducteurs variables. Ces parcelles sont en

outre situées au coeur d’'un massif forestier de grande taille.
Analyses réalisées

Différents paramétres décrivant le régime de reproduction ont été estimés par maximum de

vraisemblance sur la base d’un ‘mixed mating model’ intégré dans le logiciel MLTR version
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3.1 (Ritland, 2004). Ce modele repose sur les principales hypotheses suivantes : (1) chaque
événement de fécondation est di soit a de l'allofécondation (probabilité t) soit a de
I'autofécondation (probabilité s= 1-t) ; (2) la probabilité d’allofécondation est indépendante
du génotype maternel et (3) le nuage pollinique est homogene entre arbres-méres (Ritland et
Jain, 1981). A partir des génotypes diploides des graines, peuvent étre estimés le taux d’allo-
fécondation multilocus ), le taux d’allofécondation simple locusy)(tle taux d’allo-
fécondation entre arbres apparentégtdt et la proportion de plein-freres parmi les
descendants issus d'allofécondation (correlated patergiy, r

Dans une premiere approche globale, le régime de reproduction a été analysé a partir des
données nucléaires issues des graines (n = 1041) des 31 descendances récoltées. Un
algorithme de type EM (Expectation-Minimization) a été utilisé pour les calculs de
vraisemblance et 1000 procédures ‘bootstrap’ entre familles ont été réalisées pour calculer
l'intervalle de confiance a 95% des parametres. La population de référence utilisée pour
'estimation des parameétres est composée des adultes génotypés et des contributions
polliniques inférées a partir d’'une comparaison entre génotypes des graines et génotypes des
meres. Les fréquences alléliques de cet ensemble constituent les fréquences alléliques de
référence. La taille de voisinage, c'est a dire le nombre moyen de peres différents qui
contribuent a chaque descendance, a été estimée par la formlbjle 1f,, (Ritland, 1989).
Afin de savoir s'il existait une différence de régime de reproduction selon la densité de
reproducteurs, le jeu de données a ensuite été divisé en fonction des parcelles forestieres (trois
densités moyennes différentes). Les parametres ont été estimés pour chaque parcelle, ainsi
que leur intervalle de confiance, en réalisant 1000 procédures ‘bootstrap’ entre parcelles. La
comparaison des parametres entre parcelles a été réalisée a I'aide d’'un test de Student.

2.1.5Analyses de paternité

Les analyses de paternité ont largement été uslipéar décrire les flux de pollen chez les
arbres forestiers (Bittencourt et Sebbenn, 2007 ; Lourmas et al., 2008 ; Robledo-Arnuncio et
Gil, 2005 ; Dow et Ashle, 1998). Ces analyses se basent sur des récoltes de descendances
maternelles échantillonnées sur différents individus puis génotypées a l'aide de marqueurs
polymorphes (Burczyk et al., 2004). Les flux de pollen sont alors reconstruits en identifiant le

pére de chaque graine dans la zone d’échantillonnage. Les flux de génes extérieurs peuvent
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alors étre estimés a partir de la proportion de graines qui ne possédent aucun pére compatible
dans la zone (Streiff et al., 1999).

La premiére étape utilise seulement les données nucléaires et suit les méthodes d’assignation
proposées par Marshall et al. (1998) et Gerber et al. (2003). Les résultats obtenus par ces
méthodes sont ensuite analysés a l'aide des données chloroplastiques. L'utilisation des

données chloroplastiques pour des assignations de paternité s’avere impossible pour le
moment, étant donnée la difficulté a obtenir des fréquences haplotypiques fiables dans la

population (voir partie suivante pour plus de détails).

Reconstitution de parenté a I'aide de données nucléaires
La reconstitution de filiation par recherche de paternité est basée sur deux principes

complémentaires:

- la capacité d’assignation la procédure d’assignation repose sur la comparaison du
génotype de trois individus : I'arbre-meére, son descendant et un pére potentiel. En comparant
le génotype d’'un arbre-mere et de son descendant, il est possible d’en déduire la contribution
paternelle. Si le pere génotypé est incompatible avec le couple mére-descendant, il est exclu
de l'analyse. S’il est compatible, il est conservé. En réalisant cette démarche pour tous les
péres, on peut donc aboutir a trois situations différentes :

" aucun pére n’est compatible avec le descendant
" un seul pere est compatible
. plusieurs péres sont compatibles.

La capacité d’assignation dépend fortement du jeu de marqueurs génétiques utilisés. Elle peut
étre synthétisée sous la forme d’'une probabilité d’exclusion (EP, Jamieson et Taylor, 1997)
qui détermine la capacité a rejeter un pére qui n’est pas le bon. La combinaison de plusieurs

loci permet d’augmenter considérablement cette probabilité.

- la vraisemblance de paternité:lorsque un seul pere est considéré comme
compatible, il est possible que celui-ci ne soit pas le vrai pére étant donné la quantité
potentielle de péres compatibles non génotypés (hors zone d’étude). De plus, lorsque
plusieurs peres sont compatibles, il s’avere impossible de déterminer le vrai péere. Pour pallier
a ce probleme, les lois de ségrégation mendélienne permettent de calculer la probabilité qu’un
individu (i) soit le pere d'un descendant. Cette probabilité est appelée la vraisemblance
(likelihood) de paternité (Edwards 1972 ; Thompson, 1975). Le rapport de vraisemblance
entre un individu (i) et un individu pris au hasard est appelé le likelihood ratio. En
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Calcul des LOD scores

Le LOD score permet de mesurer la réalité de I'existence d’une relation de parenté R entre deux
individus A et B. Il est calculé a partir du rapport des vraisemblances :

L ODscore= In| P__(AetBliesparlarelationR)
p (AetBnonapparentés

La valeur du LOD score dépend des génotypes A et B et des fréquences alléliques dans la
population. Plus la valeur du LOD est élevée, plus la relation R a de chances d’étre vraie.

Sous I'hypothése de panmixie et qu’il n’y a pas de déséquilibre de liaison entre les loci, les LOD
scores peuvent étre calculés a partir du tableau suivant (d’aprés Marshall et al., 1998). Le tableau
donne les différentes valeurs du LOD score (colonne 6), défini comme la probabilité d’'observer le
génotype d’'un descendant en connaissant sa mére et son pére (colonne 4), divisé par la
probabilité d’observer le génotype du descendant en connaissant uniquement sa mére (colonne 5).

Descendant (g,) Pére potentiel (g,) Mere (g,,,) T(90l9,92) T(9ol9,m) LOD score
BB BB BE 1 b 1/b

BB BX BB 1/2 b 1/20

BE BE BX 1/2 b/2 1/b

BB BX BX 1/4 b/2 1/2b

BC BE cc 1 b 1/b

BC BX cc 1/2 b 1/20

BC BE cy 1/2 b/2 1/b

BC BX cy 1/4 b/2 1/2b

BC BR BC 1/2 b+0)/2 1/(b+¢)
BC BY BC 1/4 (h+e)/? 1/2(b+¢)
BC BC BC 1/2 +0)/2 1/(b+0)

Procédure de calcul du paramétre A

Le principe de calcul repose sur la simulation de descendances.
Etape 1: Génération aléatoire de 1000 descendants.

Les génotypes sont crées par union de deux gameétes tirés dans les génotypes des parents
potentiels recréés a partir des fréquences alléliques de la population parentale.

Etape 2: Calcul des LOD scores et assignation pour chague descendant du pére au LOD
score le plus élevé

Etape 3: Tri des bonnes et mauvaises décisions et calcul du parameétre A (différence pour un
descendant entre les LOD score des deux péres les plus vraisemblables)

Etape 4: Estimation du seuil de A pour le risque choisi
It La valeur de A (trait orange) supérieure a 95% de la

courbe de distribution des mauvaises décisions (la
zone hachuré rouge représente 5% des cas) est
conservée comme valeur seuil. Cette valeur minimise
la probabilité que le pére retenu soit le mauvais.

Mauvaises décisions

Bonnes décisions

Fréquences

L’assignation de paternité est attribué au pére avec
le LOD score le plus élevé si la différence avec le
A LOD scores second pére est supérieure a A.

Figure 11.13 : Méthode de calcul des LOD scores et principe des analyses de parenté.
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additionnant le logarithme de ce rapport (LOD score) pour tous les locus, on peut ainsi
déterminer I'individu le plus probable (Meagher, 1986). Si le LOD score est nul, I'individu
sélectionné (i) a la méme probabilité d’étre le pére que n'importe quel individu pris au hasard.
Le critere du LOD score le plus élevé présente des limites, notamment en raison du fait qu’il
favorise les péres homozygotes, mais aussi en raison du flux de genes caché (lorsque un
individu est déterminé comme le vrai pére alors gu’en réalité le vrai pére fait partie des
individus non génotypés). Pour résoudre ce probléme, Marshall et al., (1998) proposent
d'utiliser un parameétrd (delta), égal a la différence de LOD score entre les deux individus
ayant la plus grande vraisemblance. La paternité est alors attribuée a l'individu ayant le LOD
score le plus élevé seulement 8idépasse un certain seuil. La valeur seuil de delta,
déterminée par simulation, permet de fixer le risque de fausse attribution au seuil voulu (5%

par exemple, voiFigure 11.14.)

Analyses réalisées

Les analyses de paternité ont été réalisées uniqguement pour les 20 méres situées en situation
d’échantillonnage exhaustif. L’analyse s’est déroulée en deux étapes. La premiére étape, qui
utilise seulement les données nucléaires, suit les méthodes d’assignation proposées par
Marshall et al. (1998) et Gerber et al. (2003) détaillées ci-dessus. Pour chaque graine, un pére
a été assigné par maximum de vraisemblance a l'aide du logiciel CERVUS 2.0 (Marshall et
al., 1998). Pour chaque descendance, seuls les individus adultes compris dans la zone

d’échantillonnage exhaustif autour de I'arbre mere ont été considérés comme peres potentiels.
La paternité a été attribuée selon le critdve(Marshall et al., 1998). L’estimation de la

valeur critique ded s'est faite a partir du logiciel CERVUS 2.0 en réalisant 10 000

simulations avec comme parameéetres d’entrée un taux derreur de 0.01 et 417 individus

comme péres potentiels (i.e la taille échantillonnée). Les valeufs dat été déterminées

pour des seuils de confiance d’attribution de 95% (‘strict’) et 85% (‘étendu’).

La deuxieme étape consiste a comparer I'haplotype des individus assignés par analyse de
paternité (données nucléaires) a I'haplotype des graines. Deux situations peuvent alors se
présenter : soit l'individu est compatible (haplotypes identiques) et il est alors considéré
comme le pere, soit I'individu est incompatible. Lorsque les deux haplotypes n’étaient pas
identiques, une comparaison alléle par allele a été réalisée et le nombre d’alléles différents a

été comptabilisé.
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Une analyse dans l'autre sens a aussi été réalisée, en attribuant d’abord des péres aux graines
par exclusion simple sur les données haplotypiques (Robledo-Arnuncio et Gil, 2005).
L'’ensemble des peres compatibles au niveau haplotypique a ensuite été utilisé dans une

analyse de paternité basée sur les loci nucléaires.

2.1.6Analyses de maternité

bY

Les études de maternité visent a retrouver a pdeirsemis et d’adultes génotypés, les
relations mere-descendant. Chez les espéces forestieres, les études de dispersion des genes a
partir d'individus en place (i.e semis) sont relativement rares (Gonzales-Martinez et al., 2002 ;
Yazdani et al., 1989 ; Dow et Ashley, 1996). Utiliser des méthodes de reconstruction de
parenté pour inférer la dispersion des semis est pourtant particulierement intéressant dans le
genre Pinus ou la production de graines est généralement élevée et ou une forte sélection est

attendue dans les premiers stades de développement (Lanner, 1998).

Analyses réalisées
Le principe des analyses de maternité repose sur le méme principe que celui des analyses de
paternité. La seule différence réside en I'attribution a chaque descendant étudié d’'un couple

de parents compatibles au lieu de n’attribuer qu’'un seul parent. Les parameétres et méthodes

utilisées pour déterminer la valeur de sont identiques a celles des analyses de paternité.

Pour chacun des semis des plots de régénération A, B et D, un couple de parents compatibles
a donc été attribué pour des seuils de confiance d’attribution de 95% (‘strict’) et 85%
(‘étendu’). D’apres les recommandations de Dow et Ashley (1996), deux hypotheses ont été
faites : (1) si un seul individu est compatible avec le semis, celui-ci est considéré comme
I'arbre mére ; et (2) lorsque un couple d’individus est compatible, c’est I'arbre le plus proche

qui est considéré comme I'arbre mére, I'autre étant considéré comme le pére.

2.2Etude de la structuration spatiale de la diversité génétique (sites de
Haguenau et Orléans)
2.2.1Structuration spatiale de la diversité génétique neutre

Une structuration génétique spatiale (SGS) se dé&fornme une distribution non aléatoire
des génotypes dans I'espace. Ainsi on s’attend, en cas d’'isolement par la distance (flux de

genes limités), a ce que la ressemblance génétique des individus diminue avec la distance
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(Wright, 1943). La structure génétique spatiale du peuplement reproducteur de Haguenau a
été analysée a l'aide d’'une analyse d’autocorrélation spatiale de I'apparentement génétique
entre paires d’'individus. Le coefficient d’apparentement de Loiselle et al., (1995) entre paires
d’'individus a été calculé a l'aide du logiciel SPAGEDI (Hardy & Vekemans, 2002) selon
I'équation :

Z;( Ri ~ Ra)(Py ~ Pia)

F. = + 1
! > P - D) 2(n-1)

Etant donné que Fij est fonction de la probabilité que deux genes identiques soient identiques
par descendance, l'influence de la mutation a été négligée et nous avons utilisé l'identité
d’état pour estimer I'identité par descendances (Rousset, 1996). L’hypothése d’isolement par
la distance a ensuite été testée en réalisant une régression entre la matrice des coefficients
d’apparentement et la matrice des distances géographiques séparant les individus. La présence
ou I'absence d’isolement par la distance (la structure génétique spatiale) peut alors étre testée
en calculant la pente de la régression (b0) (Vekemans & Hardy, 2004). Une pente négative
significative reflete I'existence d’'une diminution de l'apparentement avec la distance,
synonyme de structuration génétique spatiale. La représentation graphique de la structure
spatiale a ensuite été réalisée en calculant la valeur moyenne du coefficient d’apparentement
pour des classes de distances de 30m. Un corrélogramme est ainsi obtenu en regardant
I'évolution du coefficient d’apparentement moyen en fonction de la distance.

Pour tester la significativité de la pente et des coefficients d’apparentement moyens, 10 000
permutations aléatoires des individus ont été réalisées. Les procédures énoncées ci-dessus ont

éte réalisées a la fois pour les données nucléaires et les données chloroplastiques.

2.2.2Structuration spatiale de données phénotypiques

Pour des données a variation continue, il est blesde tester I'existence d’une structuration
spatiale a l'aide d’'une mesure d’autocorrélation spatiale. En présence d’autocorrélation
spatiale, les statistiques classiques sont souvent inadaptées en raison de l'absence
d’'indépendance entre points (Cliff et Ord, 1981). Les tests de Mantel (Mantel, 1967)
constituent une alternative pour caractériser les patrons spatiaux et identifier le type et
l'intensité de la relation entre deux variables structurées spatialement. La valeur du coefficient
de Mantel (r), dont la valeur varie de -1 a +1, estime lintensité de la relation entre deux
variables a partir des matrices de distance (ou dissimilarité) calculées pour chaqgue paire de

points au sein de chacune des variables. A la difference du test de Pearson, une valeur
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supérieure a zéro n'implique pas une relation positive entre les deux variables, mais indique
gu’une forte (resp. faible) dissemblance entre deux points pour une variable se traduit par une
forte (resp. faible) différence pour I'autre variable. A I'inverse, un coefficient négatif implique
gu’une faible dissemblance entre points pour une variable se traduit par une forte différence
pour l'autre variable. Lorsque I'une des deux variables est la distance géographique séparant
les points, le coefficient de Mantel mesure alors I'autocorrélation spatiale. Une valeur positive
signifie donc que deux points géographiques proches sont plus semblables que deux points
éloignés pour la variable étudiée.
Il se peut cependant que deux variables soient corrélées uniquement en raison de leur liaison a
une troisieme variable commune, comme par exemple la position dans l'espace (cas
d’autocorrélation spatiale). Dans ce cas, le test partiel de Mantel permet de s’affranchir de
I'effet de cette troisieme variable en travaillant a partir des matrices des résidus de la relation
linéaire entre ces variables et la troisieme (Smouse et al., 1986). Une corrélation statistique
peut ainsi étre calculée entre les deux variables tout en prenant en compte I'effet de la
troisieme. Pour tous les tests réalisés, la significativité du coefficient de Mantel (partiel et non
partiel) a été testée en réalisant 10 000 permutations aléatoires des individus dans I'espace.
Lorsque un test de Mantel est appliqué entre les différentes valeurs prises par une variable en
différents points de lI'espace et la position géographique de ces points, le rm de Mantel
indique le degré général d’autocorrélation spatiale. L'autocorrélation spatiale peut aussi étre
calculée pour différentes classes de distance, permettant ainsi de décrire le patron de structure
spatiale (gradient, patch,...) ainsi que son échelle, a I'aide d’'un corrélogramme qui représente
la valeur de r en fonction de la distance géographique (Sokal, 1979). Un corrélogramme avec
des valeurs positives dans les classes de faibles distances et des valeurs non significatives
dans les autres classes, suggere un patron de type patch. A linverse, des valeurs positives
dans les petites distances, diminuant progressivement en valeurs négatives dans la forte
distance, suggére un patron spatial de type gradient (Legendre et Legendre, 1989). L'analyse
précise de la structuration spatiale d’'une variable nécessite donc a la fois de quantifier la
valeur de la corrélation mais aussi de décrire sa structure a I'aide d’un corrélogramme.
L’existence d’'une structuration spatiale a été testée a l'aide de test de Mantel pour les
variables suivantes :

. les variables de floraison et de fructification des arbres adultes, en utilisant les
notations individuelles d’abondance et de phénologie de floraison. Un test a été réalisé pour
chaque variable et pour chaque site d’étude (phénologie et abondance de floraison a

Haguenau, abondance de fructification a Orléans).
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" les caractéristiques de voisinage des pieges a graines et de la pluie de graines
sur le site d’Orléans. Des corrélogrammes (Oden et Sokal, 1986) illustrent le patron spatial
observé a partir de classes de distances définies pour avoir des effectifs équilibrés. Des tests
partiels de Mantel ont également été realisés afin de déterminer quelle part de structuration
spatiale de la pluie de graines pouvait étre expliguée par la structuration spatiale des
caractéristiques de voisinage des piéges.

. les effectifs de semis 2007 dénombrés a Orléans. Afin de prendre en compte
I'hétérogénéité spatiale au sein d’'un plot, 1000 jeux de données ont été reconstruits en tirant
aléatoirement une sous-parcelle parmi les 4 mesurées a chaque nceud de la grille 25 x 25m.
Nous avons conclu a I'existence d’une structuration spatiale du nombre de semis par m2 si
plus de 95% des jeux de données reconstruits montraient une structuration spatiale

significative au seui =0,05.
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Caractérisation du peuplement
reproducteur: capacités reproductrices,
diversité  génétique et structuration

spatiale

. Leveau




A- Site de Haguenau

Objectifs

Matériel végétal

Outils

Ref. chapitre
Il

Unité de gestion

59 arbres adultes

Notation des floraisons
male et femelle

Evaluation des capacités reproductrices 2004-2006
et de leur variabilité individuelle et Notation des fructifications 11.1.1.4.1
annuelle 2002-2006
36 Descendances Rendement en graines
maternelles pleines
2004-2005
Unité de gestion
459 arbres adultes | Génotypagea l'aide de 4 1.1.4.2
Evaluation de la diversité génétique de microsatellites nucléaires et 11.2.1.1
I'unité de reproduction Voisinage reproducteur | 6 microsatellites
36 +116 chloroplastiques
Unité de gestion
- Zones Géoréfencement
Structuration spatiale exhaustives Estimation de la densité 11.2.1
- Echantillons locale de reproducteurs 11.2.2

complémentaires

B- Site d’Orléans

Objectifs

Matériel végétal

Outils

Ref. chapitre
Il

Unité de gestion

Notation des fructifications

170 arbres adultes 2007-2008
Evaluation des capacités reproductrices et 11.1.2.3
de leur variabilité individuelle et annuelle 40 Descendances Rendement en graines
maternelles pleines
2007-2008
Unité de gestion 11.1.2.3
Exhaustif Géoréfencement 11.1.2.5
Structuration spatiale 234 arbres adultes |  Estimation de la densité 11.2.1
locale de reproducteurs 11.2.2

Tableau 1l11.1 : Récapitulatif du matériel végétal et méthodes utilisées dans le chapitre
[Il de la thése. Pour plus de détails, se référer au chapitre 1l dans la partie indiquée dans
la derniere colonne. (A) Site de Haguenau ; (B) Site d’Orléans-Ingrannes.




Chapitre 1l : Le peuplement reproducteur

Chapitre [l :Caractérisation du peuplement

reproducteur : capacités reproductrices, diversité

génétique et structuration spatiale

Le peuplement adulte reproducteur est a la base de I'ensemble des processus de
dynamique forestiére : reproduction, dispersion et installation des individus juvéniles (survie,
croissance). Composition et distribution spatiale de la régénération, résultant de l'action de
'ensemble de ces processus sont donc dépendantes de la composition et de la distribution
spatiale des reproducteurs impliqués. Caractériser I'unité de reproduction incluant l'unité de
gestion en cours de régénération mais aussi le voisinage reproducteur est ainsi une étape
importante permettant de préparer et prédire le devenir des populations d’arbres forestiers.
C’est en effet cette unité de reproduction, a la base du processus de régénération, que le
forestier fagconne continuellement jusqu'a la phase de renouvellement. Ce sont les
caractéristiques de cette derniére qui déterminent en grande partie les flux de genes (pollen et
graines) et qui permettent d’évaluer la qualité de prédiction des modeles de génétique des
populations utilisés pour suivre I'évolution de la diversité génétique.

Il nous a donc paru important, de faire précéder I'analyser des flux de pollen et de graines par
une caractérisation des unités de reproduction associées a nos deux sites d’étude : Haguenau
et Orléans. Si I'effort principal a porté sur I'unité de gestion mise en régénération, nous avons
également essayé de décrire le voisinage reproducteur de ces unités de gestion. A l'aide de
différents descripteurs phénotypiques (géoréférencement, mesures) et génétiques (marqueurs
moléculaires) nous nous sommes intéresseés :

- aux capacités reproductrices des unités de reproduction, en évaluant non seulement les
performances moyennes mais en analysant leur variabilité au niveau arbre pour une méme
année et pour différentes années. Les caractérisations ont porté a la fois sur les floraisons male
et femelle et sur la production de graines ;

- au niveau de la diversité génétique neutre disponible dans la population de
reproducteurs potentiels en essayant de séparer semenciers et pollinisateurs

- a la structuration spatiale de ces descripteurs phénotypiques et génétiques au sein de
I'unité de gestion.

L’analyse des flux de pollen et graines au sein des évenements de régénération naturelle
observés devrait permettre d’identifier parmi ces descripteurs de l'unité de reproduction des

outils d’aide a la décision a présenter aux gestionnaires.
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Figure lIl.1: Histogrammes de distribution des phénologies florales male et femelle
observées en 2004, 2005 et 2006 sur le site de Haguenau. Au total 59 arbres ont été observés
pendant ces trois années. Les valeurs les plus faibles correspondent aux arbres les plus tardifs
et les valeurs élevées aux arbres les plus précoces. Les stades 3 des floraisons male et femelle
correspondent respectivement a I'’émission de pollen et a la réceptivité des fleurs femelles.
Dates de mesures : (2004) 17-18 Mai ; (2005) 10-11 Mai ; (2006) 15-16 Mai.

Variations individuelles de phénologie de floraison des arbres suivis phénologiquement
% d'individus

60

20-40 40-60 Floraison male

60-80 80-100
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Coefficient de variation (%) 140-160 160-180

Figure 111.2 : Histogrammes de distribution des coefficients de variation interannuelle des
phénologies de floraison male et femelle sur le site de Haguenau. Les coefficients de variation
ont été calculés sur trois années pour 59 arbres adultes.
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1. Rappel des matériels et méthodes utilisées

Les caractéristiques des sites d’étude, des outils et méthodes utilisées sont détaillées dans le
chapitre Il. Letableau Ill.1 fournit un récapitulatif des matériels évalués, des descripteurs
utilisés et des objectifs particuliers assignés a certaines parties d’expériences.

La plus grande partie des efforts de caractérisation concerne le site situé au sein du massif de
Haguenau. C’est dans ce dernier que nous avons voulu associer description phénotypique et
analyse de la diversité génétique a I'aide de marqueurs moléculaires.

Sur le site de la forét d’Orléans, nous nous sommes limités a une caractérisation phénotypique
en nous attachant a décrire de maniére plus fine la variabilité des capacités reproductrices
(floraison et fructification) et sa structuration spatiale. Etant donné le caractére relativement
isolé de ce peuplement et la densité variable de pins sylvestres, il nous paraissait important
d’identifier les composantes de productions de pollen ou/et de graines limitantes.

Enfin, les résultats acquis sur les deux sites ont été confrontés a ceux obtenus dans différentes

études complémentaires réalisées par I'INRA et le CGAF et a ceux reportés dans la littérature.

2. Variabilité des capacités reproductrices

2.1Phénologie de la floraison : variabilités individuelle et inter-annuelle

Les mesures de phénologie de floraison male et femelle réalisées sur le site de Haguenau de
2004 a 2006 montrent d’'une part un bon regroupement des floraisons male ou femelle une
année donnée, et d’'autre part un bon synchronisme des floraisons males et femelles pour
toutes les annéefif@ure 111.1). En comparant la forme des histogrammes de distribution des
floraisons male et femelle, il semble toutefois que pour les trois années, I'émission de pollen
(stade 3) précede trés légerement la période de pleine réceptivité des fleurs femelles.

Il est a noter que chez le pin sylvestre 'évenement floraison est un évenement trés fugace. En
effet pour les trois années étudiées, plus de la moitié des arbres étudiés présentait un stade de
précocité égal a 0 lors d'un passage en observation antérieur de 4 a 5 jours. Ce phénomeéne est
également observé en parc a clones sur des arbres plus jeunes ou les campagnes de
croisements controlés qui couvrent la période de floraison sont réalisées sur moins de deux
semaines.

Les différences annuelles observées sont plus a mettre en relation avec les dates d’observation

gu’avec un véritable effet climatique sur la date moyenne de floraison. Les observations
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a) b)

PFFO5 PFF06 AFFO05 AFF06
PFFO4 0.,29 (ns) 0,125 (ns) AFF04 0,004 (ns) 0,065 (ns)
PFFO5 : 0,436** AFFO05 : 0,368 **

PFMO5 PFMO6 AFMO05 AFM06
PFM04 0,225 (ns) 0,099 (ns) AFM04 0,458 ** 0,654 **
PFMO05 - 0,409 ** AFMO05 - 0,446 **

Table 111.2 : Coefficients de corrélation de Spearman inter annuels pour la précocité (a) et
I'abondance (b) de floraison male (PFM) et femelle (PFF) sur le site de Haguenau. Les
chiffres 04, 05 et 06 font référence aux années d’observation.
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Figure 111.3 : Histogrammes de distribution pour les notations d’abondance de floraison male
et femelle réalisées en 2004, 2005 et 2006 sur le site de Haguenau. Au total 59 arbres ont été
observés pendant trois années.
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semblent en effet avoir été réalisées légerement plus tardivement en 2004 & la fois d’un point
de vue calendaire et du point de vue de l'état d’avancement des floraisons. De méme, les
observations ont peut-étre été réalisées legerement trop tét en 2005 puisque la majorité des
arbres n’émettent pas encore de pollen et n'ont pas atteint le stade de réceptivité. Ce suivi
temporel montre tout de méme une certaine stabilité inter annuelle dans la période de

reproduction du pin sylvestre sur le site d’Haguenau, celle-ci ayant lieu aux alentours du 15

Mai.

Nous avons évalué la variabilité interannuelle de chaque arbre pour les phénologies de

floraison a l'aide d’'un coefficient de variation (CV)igure 111.2). Pour les deux floraisons

male ou femelle, on observe une variation interannuelle relativement faible des niveaux de

précocité observés. Comme on pouvait s’y attendre par le calage différent des observations
pour les trois années étudiées, la conservation du classement des individus n’est validée
gu'entre les années 2005 et 2006 qui présentent des histogrammes de distribution

comparables et centrés sur des valeurs moyennes assez piatiieay 111.2). Le passage

tardif de 2004 ne permet plus une discrimination suffisante entre individus pour confirmer

une stabilité des classements.

2.2 Floribondités male et femelle : variabilités individuelle et inter-annuelle

Les notations de floribondités méle et femelle réalisées sur le site de Haguenau de 2004 a
2006 soulignent le faible niveau de floraison de ces peuplements agés avec des niveaux
moyens observés bien inférieurs a la note 2 qui correspond a une niveau de bonne floraison
(Figure 111.3). Les productions de fleurs males et femelles sont également souvent
inégalement réparties dans les houppiers et peuvent étre tres dispersées dans certains cas. Il
est a noter une variabilité individuelle importante pour les deux types de floraison avec des
distributions quasi-uniforme sur I'échelle de notation définie. La variabilité individuelle
observée pour les floribondités male et femelle apparait supérieure a celle observation pour la
phénologie de floraison. Son niveau semble en outre relativement constant d’'une année a
'autre. Au niveau populationnel, 'année 2004 apparait étre une moins bonne année de
floraison que les années 2005 et 2006. Cette différence est relativement marquée pour la
floraison femelle, avec de nombreux individus non floriferes et un creux dans les classes
intermédiaires. Une bonne stabilité interannuelle des classements de floribondités méle et
surtout femelle est observéeapleau 111.2). Le faible niveau de floraison femelle observé en

2004 ne permet pas une discrimination suffisante des individus nécessaire a une évaluation de
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Figure IIl.4 : Variation interannuelle de la production de graines et des floribondités male et
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la stabilité des classements. Par contre, la relative stabilité temporelle des classements pour la
floribondité méale met en évidence l'existence d'individus ‘bon producteurs’ et ‘mauvais
producteurs’ de pollen.

Des données complémentaires, issues d’observations réalisées sur des copies greffées de six
individus échantillonnés dans ces mémes trois parcelles, montrent dans un autre site (celui
d’'Orléans) la forte stabilité temporelle des caractéristigues de floraison de ces individus
(Figure 111.4). 1l est a noter que I'expression de la variabilité individuelle est maximale lors

des années de bonnes floraisons. Une comparaison des classements inter-site pour ces mémes
six individus commun met en évidence que le classement des individus est globalement
respecté pour les deux types de floraideigure 111.5). Par ailleurs, le site d’Orléans ou les

arbres ne sont pas en compétition permet une meilleure expression de la variabilité entre

individus.

2.3 Fructification et capacité de production de graines

BN

L’aptitude a produire des graines est une composante essentielle du succés reproducteur
femelle. Cette aptitude peut étre appréciée indirectement sur arbre en place par la production
de cbnes mais se doit d'étre complétée par une analyse du rendement en graines a partir de
récolte de cénes par tir au fusil. Pour caractériser ce rendement en graines, nous avons retenu
les parametres suivants :

(1) le nombre moyen de graines pleines par cone qui est significativement corrélé aux
dimensions du c6ne a taux de graines pleines conskagtse 111.6 ) ;

(2) le taux de graines pleines qui permet d’accéder a une estimation du rendement efficace en
graines ;

(3) et le poids de 1000 graines, qui ttmoigne des capacités de réserve des graines et représente
donc un critere de qualité physiologique des graines viables.

Nous n’'avons pas retenu le pourcentage de germination dans cette présentation car les semis
en conditions contrdlées réalisés avec les différents lots de graines récoltés en forét de
Haguenau montrent un taux de germination tres élevé (>90%) et trés peu variable entre

descendances maternelles.
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Figure 111.7 : Histogrammes de distribution des notations de fructification (échelle de 0 a 5)
réalisées sur les 38 arbres-meres du site de Haguenau entre 2002 et 2004. 36 de ces 38 arbres
ont fait I'objet de récolte de descendances maternelles en 2004. Les histogrammes de
distribution observés pour les années 2005 et 2006 sont comparables a I'histogramme observé
en 2004.
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Variabilité observée a Haguenau pour la fructification et la production de graines

La production de cbnes a été estimée pour les années 2002 a 2006 sur un échantillon de 38
arbres-méres du peuplement incluant les 36 arbres ayant fait I'objet d’'une récolte de
descendances maternelles en 2004. Il est a noter que cet échantillon surestime probablement
le niveau moyen de production du peuplement car un grand nombre d’arbres non fructiféres
n'ont pas été inclus dans [I'échantillonnage initial. Les notations effectuées mettent
essentiellement en évidence d’importants effets annuels sur la production de cénes avec en
2003 une production de cones plus élevée qui a probablement conduit a la mise en place de la
régénération naturelle qui fait 'objet de cette étueigyre 111.7). A l'inverse, I'année 2002

apparait comme une mauvaise année de production de cones. Les autres années présentent des
histogrammes de distribution similaires a celui observé en 2004. Une relative stabilité des

classements individuels est observée entre anngggdr 0.34* - 0.41%).

Une forte variabilité individuelle du rendement en graines peut étre observée pour plusieurs
composantes de ce rendemehig(re I11.8 ; Tableau 1ll.3 ). Avec une moyenne de 6,2
graines pleines par céne sur 'ensemble des descendances et une distribution dissymétrique
vers les plus faibles valeurs, le rendement en graines pleines observé dans ce peuplement peut
étre considéré comme faible pour une année de production de cdnes représentative de la
moyenne observée sur plusieurs années. Une tres grande variabilité du taux de graines pleines
est mise en évidence avec une distribution symétrique et gaussienne autour d’'une valeur
moyenne de 55%. La distribution observée pour le poids de 1000 graines souligne I'existence
d’'un grand nombre de valeurs faibles (inférieures & 5500 mg) et témoigne d’'une limitation
physiologique dans la maturation des graines chez ces arbres trés agés.

2.3.1Variabilité observée en forét d’Orléans pour la fructification et la

production de graines

Sur le site de la forét d’Orléans, la production individuelle de cones a été évaluée pour les
deux années successives 2007 et 2008. Comme déja observé a Haguenau, il existe au niveau
populationnel une forte variabilité inter-annuelle de la production de cbiwsd 111.9 A).

Il est & noter que le classement des individus est globalement conservé d’une année a l'autre,
les individus les plus fructiferes en 2007 étant généralement aussi les plus fructiferes en 2008
(rspearmar0.35***, Figure 111.9 B).
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[11.8 : Composantes du rendement en graines observées dans 36 descendances
maternelles récoltées en 2004 sur le site de Haguenau. Les estimations ont été réalisées sur 16

Site Type de Environnement | Nb Nb. graines Taux de graines Poids de 1000
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[}
=N Récolte 2004 36 6,2 55% 5648
@
T Futaie pure Grandes zones de [1,0 - 15,1] [21,8 — 81,8] [4510- 7720]
ir Récolte 2005 pin sylvestre 10 7.1 48% 6015
[3,1-13,3] [19,0 - 77,3] [3690 — 7160]
4 Récolte 2007 Peuplement isolé 37 11,6 57% 6260
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Tableau 111.3 : Comparaison de rendements en graines dans différents peuplements de pin

sylvestre. Les trois composantes mesurées sont le nombre moyen de graines pleines par cone,

le taux de graines pleines et le poids de 1000 graines. Les valeurs en gras représentent les

valeurs moyennes sur I'ensemble des descendances analysées ; les valeurs entre crochets

correspondent aux valeurs minimales et maximales. -, non disponible
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Le rendement moyen en graines bien que fortement variable entre individus se révéele
globalement plus élevé a Orléans qu’'a Haguerfégufe 111.10, Tableau III.3). Les
différences entre sites sont surtout marquées pour 2007, année de meilleure fructification a
Orléans, et pour les deux composantes nombre moyen de graines pleines par cone et poids de
1000 graines. Le nombre de graines pleines par cone Iégérement supérieur en moyenne
présente une grande majorité d’individus a valeurs modérées et faibles, et quelques rares
individus a valeurs élevées. Le poids de 1000 graines, significativement plus élevé qu'a
Haguenau, montre une distribution plus réguliere et symétrique. Ce résultat s’explique
probablement par I'dge moyen des reproducteurs et un meilleur état physiologique a Orléans.
Le classement des individus de la forét d’Orléans reste conservé d’'une année sur l'autre, aussi
bien pour le taux de graines pleinegdmar0.36**) que pour le nombre de graines pleines

par cone @pearman=0.44***). Il confirme la encore I'existence de forts effets individuels,

probablement de nature génétique pour différentes composantes du succes reproducteur.

2.4 Discussion : variabilité pour les capacités reproductrices

L’analyse des caractéristiques de floraison (phénologie et abondance) et de fructification
(cébne et graines) conduites plusieurs années sur les sites d’Orléans et de Haguenau nous a
permis de montrer qu'il existait une forte variabilité individuelle et inter-annuelle pour ces
traits de reproduction.

La forte variabilité inter-annuelle des floribondités maéles et femelles est un
phénomeéne bien connu chez le pin sylvestre et d’autres especes de coniferes (Bila, 2000;
Schoen et al., 1985). Les déterminants de I'alternance des années de bonnes et de mauvaises
floraisons, restent cependant relativement méconnus (Lanner, 1998). Dans les études
conduites en peuplement forestier et en vergers a graines, des variations inter-annuelles de
floribondité male sont plus souvent reportées (Kang et al., 2001 ; Krouchi et al., 2004) que
des variations de floribondité femelle (Bila, 2000). Les variations de fertilité méale sont
expliquées par un effet plus ou moins favorables des conditions climatiques lors de l'initiation
florale en Juillet et par un effet plus marqué de I'age des arbres en vergers a graines. Sur les
deux sites étudiés, les variations les plus marquées concernent plutét la floribondité femelle
qui semble particulierement faible chez les trés vieux arbres du peuplement de Haguenau.
Cette variabilité inter-annuelle pour la production de fleurs femelles est trés certainement a
I'origine de I'importante variabilité entre années également notée par plusieurs auteurs pour la

production de cones et de graines (Sarvas, 1962 ;Karlsson and Orlander, 2000; Hilli et al.,

70



Note fructifere

® . ® ) L

Note fructifére 2008
2
|

) e o @
L

o L i - @ . °
T T I I
2007 2008 0 3 4

Note fructifére 2007

Figure 111.9 : (A) Variabilité individuelle observée pour la production de cénes observée en
2007 et 2008 dans la parcelle 951 de la forét d’Orléans. Dans les boites a pattes, la ligne noire
représente la valeur médiane. (B) Relation entre la production de cénes observée en 2007 et
celle observée en 2008 sur 170 individus communs. La taille du point est proportionnelle au
nombre d’individus. La ligne pointillée représente une égalité des notes pour les deux années.
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Figure 111.10: Composantes du rendement en graines observées dans 37 descendances
maternelles récoltées en 2007 sur le site de la forét d’Orléans. Les estimations ont été
réalisées sur 7 a 34 cbnes par descendance.
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2008). Sur des arbres adultes d'une hauteur dépassant 20m, il est en effet plus facile
d’observer une production de cénes qu’une production de fleurs femelles.

Dans les deux sites d’étude, nous avons pu observer une relative bonne stabilité des
classements individuels a la fois pour les criteres de floribondité mais aussi pour les
précocités de floraison méale et femelle. Ces résultats sont en accord avec I'hypothése d’'un
contrdle génétique élevé de ces caracteres (Fries, 1994).

Cette étude a permis également de mettre en évidence de fortes variations
individuelles sur différentes composantes du rendement en graines dont principalement le
nombre moyen de graines pleines par cone et le taux de graines pleines. Une observation
identique peut étre faite au niveau du poids des graines, sous forte influence maternelle, et
reconnu contre un facteur déterminant de la croissance des semis durant leur premiere année
aussi bien pour le pin sylvestre (Castro, 1999) que pour d’autres especes de pin (Blade et
Vallejo, 2008). Les semis issus de graines lourdes ont ainsi une croissance plus forte durant
leur premiére année de croissance, alors que par la suite ce sont essentiellement des effets
maternels, indépendants de la masse des graines, qui déterminent leur croissance (Castro,
1999). Cette relation entre masse de la graine et croissance juvénile est particulierement
marquée dans des conditions de stress, du moins chez les plantes herbacées (Houssard et
Escarré, 1991). On peut se demander si le poids des graines ne sera par alors soumis a
sélection, notamment dans les conditions les plus marginales et compte tenu du changement
climatique a venir. Etant donné le fort contréle maternel sur ce critére, il se peut que certaines
meres soient favorisées, leur semis ayant une croissance plus forte et donc un avantage par

rapport aux autres semis.

En plus des variations interannuelles de capacités de produgtemsson and
Orlander, 2000; Hilli et al., 2008), d’autres facteurs peuvent modifier la production de graines
efficaces (i.e la production de graines viables). Chez les coniféres, et le pin sylvestre en
particulier, il est largement reconnu que la quantité et la qualité du pollen peuvent
considérablement réduire la quantité de graines viables produites (Sarvas, 1962 ; Karkkainen
and Savolainen, 1993). En effet, une quantité de pollen limitante peut considérablement
diminuer le nombre de graines viables produites en raison de la non pollinisation de
nombreux ovules (Sarvas, 1962). L'autofécondation, par I'intermédiaire de la dépression de
consanguinité, peut aussi réduire considérablement ce taux, suite a des avortement post-
zygotiques qui engendrent la formation de graines non viables (i.e graines vides, Karkkainen

and Savolainen, 1993).
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Marqueur N % NA A Ae Asy, Ho He Fis EP EP

cumulée
SPAG 714 456 43 35 19,58 8 0,864 0,949 0,09(n.s) 0,813 0,813
SPAC 125 456 7,6 43 14,08 8 0,921 0,929 0,008(n.s) 0,748 0,953
ctg 4363 456 9,1 33 3,82 4 0,693 0,738 0,061* 0,363 0,970
Pttx 3025 426 11,6 17 2,26 4 0,524 0,557 0,06 (n.s) 0,173 0,975
Estimation - - - - - 0,750 0,790 0,054 0,524 -
multilocus (0,092)

Table Ill.4 : Paramétres de diversité génétiques estimés a l'aide de quatre microsatellites
nucléaires dans la population d’'arbres adultes du site de Hagid¢naambre d’individus
extraits ; % NA, proportion d’individus présentant une donnée manquante au lgeus ;
nombre d’alleles par locushe nombre d’alleles efficaces par loculsy,, hombre d’alléles

avec une fréquence supérieure a 5 $4o, hétérozygotie observéeHe, hétérozygotie
attendue ;Fis, déficit en hétérozygoteEP, probabilité d’exclusion. Les valeurs moyennes

sont données sur la derniere ligne, écart type entre parenthéses. *, p-value<0.05 ;n.s, non
significatif au seuil de 5%.
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Dans les vergers a graines et les peuplements naturels, plusieurs études ont montré que ces
variations individuelles et temporelles de floraison sont a l'origine de variations dans le
régime de reproduction (Shen et al., 2007), dans la taille efficace de population (Schoen et
Stewart, 1987 ; Dodd et Silvertown 2000 ; Finkeldey et Ziehe 2004) et le niveau de diversité
génétique des graines produites (Burczyk et Prat 1997 ; Irwin et al. 2003 ; Nakanishi et al.
2005). Bien gue les caractéristiques liées a la reproduction soient sous fort contrdle génétique,
il existe une forte variabilité temporelle de ces caractéristiques (Mitton 1992 ; Bila 2000).
Caractériser le peuplement reproducteur au niveau des caractéristiques de floraison est donc
essentiel pour caractériser la variabilité spatiale et temporelle des caractéristiques

reproductrices et leur influence sur la diversité génétique.

3. Diversité génétique neutre du peuplement reproducteur en forét de

Haguenau

3.1 Diversité neutre estimée a I'aide de microsatellites nucléaires...

Le niveau de diversité génétique (Ag) Abservé pour 4 microsatellites nucléaires et le niveau
d’hétérozygotie sont tres élevékapleau 111.4). Une grande majorité des alleles observés a
chacun des loci ont des fréquences inférieures a 5%, mais les deux marqueurs ctg 4363 et Pttx
3025, développés sur d’autres especes que le pin sylvestre se démarquent par des nombres
d’alleles efficaces (4 relativement faibles. Ce faible nombre est di a la présence d’alleles
tres fréquents a ces loci (fréquences supérieures a 0,7). Un seul marqueur présgnte un F
significatif (ctg 4363), les autres ne présentant pas d’écarts significatifs a I'’équilibre d’'Hardy
Weinberg. Le déficit en hétérozygotes obtenu par estimation multilocus est non significatif,
comme attendu dans la plupart des études sur des especes longévives a reproduction
préférentiellement allogame.

Il est important d’estimer la probabilité d’exclusion multilocus (EP) attendue avec ces 4
marqueurs pour mesurer la puissance des analyses de paternité conduites ultérieurement.
Cette probabilité, EP, est définie comme la capacité moyenne du set de marqueurs a exclure
un individu non pere lorsque I'on connait le génotype de la mere et de son descendant.
D’aprés la formule proposée par Jamieson et Taylor (1997), les quatre marqueurs utilisés dans
cette étude ont une EP totale de 0.975, suggérant une bonne capacité a mener des analyses de

paternite.
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Marqueur N %NA N Hq Heff Hso, Hs
Chloros 456 8% 204 118 107.8 0 0.991

Tableau 1.5 : Parametres de diversité haplotypique de la population adulte échantillonnée
sur le site de Haguenau. Les haplotypes ont été construits a partir des génotypes a 6
microsatellites chloroplastiquesN, nombre d’individus génotypés% NA, proportion
d’individus présentant une donnée manquante pour au moins un des 6Nigchgmbre
d’haplotypes H1 nombre d’haplotypes uniquesizs, nombre d’haplotypes efficacesiso, |

nombre d’haplotypes avec une fréquence supérieure a 5 %divdssité haplotypique.
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Figure II1.11 : Distribution de la fréguence des haplotypes obtenus a l'aide de 6
microsatellites chloroplastiques dans la population adulte échantillonnée sur le site de
Haguenau. Les différents haplotypes obtenus sont regroupés en fonction de leur
représentation dans la population de semis étudiée (1 a n copies par haplotype).
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3.2 ...et diversité génétique neutre estimée a l'aide de microsatellites
chloroplastiques

Au total, 32 alléles ont été identifiés pour les 6 microsatellites chloroplastiques étudiés, avec
un nombre d’alleles par locus variant de 2 a 8. A partir des fréquences alléliques calculées
pour chaque marqueur, nous avons pu observer que chacun des loci possédait une distribution
unimodale avec des alléles différents de 1pb chacun, comme espéré. Ces observations
confortent le modéle mutationnel pas a pas (stepwise mutation model, SMM) généralement
observé pour les microsatellites chloroplastiques (Provan et al., 1998).

La combinaison des alleles aux différents loci permet de différentier 204 haplotypes pour 418
arbres adultes génotypéBapleau II1.5). La majorité de ces haplotypes sont uniques (54%)

et 20% ont été detectés chez seulement deux individus. Les autres haplotypes sont présents
chez 3 a 13 individus{gure 111.11). Les haplotypes uniques sont généralement engendrés
par une combinaison rare d’alléles plutét que par la présence d'un ou plusieurs alléles rares
(fréquence< 5%). Pour essayer de différencier les adultes qui possédaient le méme haplotype,
4 microsatellites chloroplastiques supplémentaires ont été utilisés (Ptx 45002, Ptx 79951, Ptx
87268 et Ptx 41093, Vendramin et al. 1998). Ces derniers n’ont malheureusement pas permis

de différencier ces adultes, les nouveaux haplotypes identifiés étant identiques.

3.3 Impact de la tempéte de 1999 sur le niveau de diversité génétique neutre

Pour évaluer l'influence de la tempéte de Décembre 1999 sur la diversité génétique neutre du
peuplement adulte, nous avons comparé pour chaque type de marqueur les parameétres
génétiques calculés sur les 88 arbres présents sur le site avant tempéte (dont 46 ont disparu
aprés tempéte) a ceux issus calculés sur la moyenne de 1000 tirages de 88 arbres parmi les
456 échantillonnés aprés tempéte. Les parametres suivants ont été utilisés pour comparaison :
nombre total d’alléles (ou d’haplotypes), hétérozygotie observée et déficit en hétérozygotes.
Pour prendre en compte la structuration spatiale des dégats de tempéte, les individus présents
apres tempéte ont été tirés en tenant compte des distances entre individus en utilisant une loi
du khi-deux proche de la loi de distribution des distances observée pour les individus présents
avant tempéte. Mille tirages ont été effectués et la valeur observée pour chaque paramétre
avant tempéte a été comparée a la distribution obtenue a l'issue des 1000 tirages. A partir de

ces simulations, il apparait que comme attendue, la tempéte n’a pas modifié le niveau de
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présents avant et apres la tempéte de décembre 1999. L’histogramme représente la
distribution de chaque parametre pour 1000 tirages de 88 individus réalisés dans la population
post tempéte. La barre verte représente la valeur du paramétre chez les individus présents
avant tempéte. La courbe représente la fonction de densité de chaque histogramme. Les
parties rouges indiquent les seuils de différence significative au isques.
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Figure 111.13 : Comparaison de la diversité génétigue au sein de nos parcelles d’étude
(1062,1063 et 1064) et dans une collection de 116 individus adultes sélectionnés dans 22
autres parcelles autochtones du massif. Les estimations ont été réalisées a l'aide de 4
microsatellites nucléaires.

Diversité haplotypique N N Hefr Hp Hs
Parcelles 1062, 1063, 1064 396 154 86,8 103 0,99
Collection parcelles autochtones Haguenau 99 67 47,3 17 0,98
Voisinage de la parcelle 1064 d'origine 59 49 42,9 43 0,99

inconnue

Tableau I11.6 : Comparaison de la diversité haplotypique présente dans différentes parcelles
du massif de pin sylvestre de Haguenau. Les haplotypes ont été construits a partir des
génotypes a 6 microsatellites chloroplastigiiesiombre d’individus génotypéd\;,, nombre
d’haplotypes Hesr, nombre d’haplotypes efficaces , Hhombre d’haplotypes privés dans la
population ; Hsdiversité haplotypique.
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diversité génétique neutre de la populatiBigre 111.12). Bien que drastique, les réductions
d’effectifs ne semblent pas avoir altérer la diversité génétique du pin sylvestre a I'échelle de
nos trois parcelles. Il reste en effet encore un grand nombre d’'individus sur I'ensemble des

trois parcelles.

3.4 Comparaison avec la diversité génétique observée au niveau du massif

Nous avons voulu comparer la diversité génétique présente dans nos trois parcelles d’étude a
celle observée dans la collection constituant la population d’amélioration d’origine Haguenau
autochtone. Cette collection a été rassemblée en 1985 a partir de sélections phénotypiques
réalisées dans 25 parcelles autochtones du massif de Haguenau (dont les 3 parcelles étudiées).
Pour cela nous disposons d’une évaluation du génotype aux mémes marqueurs microsatellites
pour 116 autres individus sélectionnés dans 22 parcelles autochtones différentes. Aucune
différenciation significative n'a pu étre mise en évidence a partir des 4 microsatellites
nucléaires (E=0.006, p-value=0.44)F{gure 111.13). Seuls 5 alléles privés non identifiés dans

nos trois parcelles ont été trouvés dans ces 22 nouvelles parcelles.

L’analyse de la diversité génétigue a déterminisme paternel révéle que 17 haplotypes non
présents dans notre population d’étude ont été identifiés dans les autres parcelles autochtones
du massif Tableau 111.6).

Nous avons voulu également comparer la diversité génétique présente dans nos trois parcelles
d’étude a celle observée dans la parcelle d’age adulte mais d’origine inconnue, située au Nord
de la parcelle 1064. Il est intéressant de noter que 43 des 49 haplotypes identifiés dans cette
parcelle sont des haplotypes non identifiées dans nos trois parcelles d’étude qui disposent
d'une intensité d’échantillonnage bien plus élevée. Ces résultats suggerent que cette
population voisine est probablement issue d’'un pool génétique différent du pool autochtone
Haguenau. Néanmoins, ces résultats n'ont pu étre confirmés a l'aide des microsatellites
nucléaires avec lesquels aucune différenciation génétique n’est mise en évidence (Fst=0.0032,

p-value=0.65).

3.5Discussion

Les marqueurs microsatellites et chloroplastiques utilisés ont permis de mettre en

avant la forte diversité génétique neutre présente dans notre peuplement. Les quatre
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marqueurs nucléaires utilisés présentent un fort polymorphisme avec un nombre d’alléles par
marqueurs similaire a celui observé par Kowaloska (2005) dans des populations polonaises.
Parmi les quatre marqueurs nucléaires utilisés, seul le marqueur ctg-4363 possegde un F
significatif. Ce microsatellite a aussi la particularité d’avoir la plus forte diminution entre le
nombre d’alléles observés et le nombre d’alleles efficaces. La présence d'alléles nuls peut
permettre d’expliquer ce & bien que des analyses sur les descendances maternelles ne
mettent en évidence aucune absence de ségrégation entre une mere et ses descendants pour ce
marqueur.

Les six marqueurs microsatellites utilisés ont permis de créer un grand nombre d’haplotypes,
dont la plupart sont uniques. La diversité observée dans nos parcelles de Haguenau est
comparable a celle d’autres peuplements naturels de pin sylvestre (Provan et al., 1998 ;
Robledo et al., 2005) mais supérieure a celle obserliez d’autres especes de pin (Morgante

et al., 1997 ; Powell et al., 1995). De maniére identique a la diversité génétique basée sur des
marqueurs nucléaires (Prus-Glowacki et al., 1993), la majorité de la variation présente aux
loci chloroplastiques est contenu a l'intérieur des populations (plus de 90%, Provan et al.,
1998 ; Robledo et al., 2005). Malgré la plus faible différenciation entre populations pour les
marqueurs a hérédité paternelle par rapport aux marqueurs a hérédité maternelle couramment
utilisés en phyléogéographie (Petit et al., 2005), certaines études basées sur les haplotypes
(Vendramin et al.,, 2000 ; Echt et al., 1998, Szmidt et al. 1996) ou sur les fréquences
allelligues a chaque locus (Ribeiro et al., 2002), mettent en évidence l'existence d’'une
structuration spatiale de la diversité chloroplastique chez des espéces a répartition discontinue
ou fragmentée. Cette différenciation est toutefois beaucoup plus faible dans le cas d’espéces a
large répartition continue (Vendramin et al., 2000) et rend difficile 'utilisation de marqueurs
chloroplastigues comme marqueurs de provenance génétique (difféerenciation possible au
niveau populationnel mais difficile au niveau individuel sauf pour haplotypes rares).

Etant donné que chaque haplotype identifi€ correspond a un individu, la forte diversité
observé en terme de nombre d’haplotypes (204 pour 418 individus) suggére une taille de
population reproductrice male élevée a la génération n-1. La population méale qui est a
I'origine des 418 individus adultes génotypés dans nos parcelles est donc d’au moins 204
individus et probablement supérieure en raison de l'impossibilité de différencier certains
individus sur la base de ces six marqueurs (haplotypes non uniques).
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Figure 111.14 : Relation entre densité locale de reproducteurs (dans un voisinage de rayon
50m) et note de précocité de floraison méle observée en 2004 sur le site de Haguenau.

Année AFF AFM PFF PFM
2004 0,03 (n.s) 0,039 (n.s) 0,138 (n.s) 0,15*
2005 0,013 (n.s) 0,028 (n.s) 0,019 (n.s) -0,02 (n.s)
2006 0,06 (n.s) 0,048 (n.s) -0,008 (n.s) 0,15 (n.s)

Tableau 1.7 : Coefficients d’autocorrélation spatiale de Mante},) (rpour différents
descripteurs des floraisons male et femelle observées sur le site de Haguenau en 2004, 2005 et
2006.AFF, abondance de la floraison femell&FM , abondance de la floraison maleEF,

précocité de la floraison femelle REM, précocité de la floraison méale.
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L’étude de la diversité présente dans d’autres parcelles du massif démontre que nos parcelles
d’études sont représentatives de la ressource génétique Haguenau. Aucune différenciation
génétique n’a pu étre mise en évidence entre nos parcelles et la diversité a I'échelle du massif.

Utiliser ces parcelles pour caractériser le pool Haguenau semble donc possible et peut servir
de base pour la comparaison de la diversité d’autres parcelles ou vergers a graines.

Alors que nous n’avons pas trouvé de différence au niveau nucléaire entre nos parcelles et une
autre parcelle potentiellement considérée comme non autochtone, il apparait toutefois que

celle-ci possede des haplotypes non représentés dans la population Haguenau. Comme le
souligne Ribeiro et al.(2002) il semble donc possible de caractériser les origines génétique a

partir de marqueurs chloroplastiques. Ce résultat peut étre d’'une importance considérable

pour évaluer la pollution génétique dans les peuplements ou les vergers d’origine Haguenau.

4. Structuration spatiale au sein du peuplement reproducteur

4.1Une quasi-absence de structuration spatiale des caractéristiques de

floraison

L’analyse de la structuration spatiale de la variabilité observée pour les caractéristiques
individuelles de floraison (phénologie et floribondité) a été réalisée en deux temps. Nous
avons dans premier temps étudier la relation entre performances individuelles et densité locale
en arbres reproducteurs, (1) en testant I'existence de différences entre les parcelles étudiées
qui different significativement pour cette densité de reproducteurs et (2) en décrivant la
relation entre performances et nombre d’arbres adultes présents dans un voisinage de rayon
50m. Nous avons ensuite profité du géoréférencement de tous les arbres adultes pour réaliser
une analyse d’autocorrélation spatiale pour détecter d’éventuelles structuration spatiale des
performances de floraison.

Quel que soit le type de floraison étudié sur le site de Haguenau et pour les différentes années
d’observation, nous n’avons pas trouvé d’effet significatif de la densité de reproducteurs sur
I'abondance de fleurs, ni au niveau parcelle, ni au niveau individuel. Aucun effet significatif

de la densité de reproducteurs n'a également pu étre observé sur la phénologie de floraison
femelle. La seule relation significative mise en évidence concerne la précocité de la floraison
male observée en 2004idure Il1.14, corrélation de Pearson =-0345*). Les arbres
relativement isolés semblent présenter une floraison male Iégérement plus précoce d'une

demi-classe voire d'une classe a une classe. Ce phénomene non validé les autres années ou les
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Figure 111.15 : DISUIDUTON Spauale aes Noles ue proaucuon ue cones opservees en <ul7 (A)
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représentent les individus non fructiferes, les points gris les individus non inclus dans

I’échantillon observé.

Dmin N30 N50
P951-2007 0,26 n.s 0,66*** 0,67***
P951-2008 0,22 n.s 0,60*** 0,61***
Haguenau-2004 0,3 n.s 0,21 n.s 0,2n.s

Tableau I11.8 : Valeurs des corrélations de Pearson entre le taux de graines pleines estimé a
I'aide de descendances maternelles et différentes caractéristiques du voisinage de I'arbre-mere
récolté.Dmin, Distance a I'arbre le plus proch&30, Nombre d’arbres dans un rayon de

30m et N5SQNombre d’arbres dans un rayon de 50m.
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Figure 111.16 : Relations entre la densité locale de reproducteurs dans un voisinage de rayon
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de Haguenau (B). Sur le site d’Orléans, les points noirs représentent I'année 2007, les points
blancs I'année 2008.
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observations ont été réalisées plus tardivement pourrait s’expliquer par une accélération de la
dynamique de floraison lorsque les houppiers sont mieux éclairés.

Aucune structuration spatiale des floribondités méle et femelles ou des phénologies de
floraison n'a pu étre mise en évidendalfleau 111.7). Il n’existe donc pas, au sein de notre

site d’étude, de zones ou la floraison est plus abondante ou plus précoce en dehors de la
structuration entre parcelles pour la précocité de la floraison male de 2004 signalée

précédemment.

4.2Une structuration spatiale de la production de graines liée a la densité

locale de reproducteurs

L’analyse de la structuration spatiale de la variabilité observée pour les caractéristiques

individuelles de production de cénes a été réalisée sur le site d’Orléans ou les observations
ont porté sur deux années sur un assez grand nombre d’individus. A I'échelle de la parcelle,

aucune structuration spatiale des productions individuelles de cbnes n'a pu étre mise en

évidence en 2007 = 0.08 n.s) ou 2008 {+0.03 n.s). A I'échelle individuelle, la densité

locale de reproducteurs tres variable dans ce peuplement ne semble pas influencer la
production de cbénes, elle-méme tres liée a la production de fleurs femelles 'année précédente
(Figure 111.15).

Lorsgu’on s’intéresse plus précisément aux différentes composantes du rendement en graines,
on peut mettre en évidence pour 2007 et 2008 une relation significative entre la densité locale
de reproducteurs et le taux de graines pleifebléau 111.8). Les arbres-meres présentant

des taux de graines pleines inférieurs a 40% présentent tous une taille de voisinage souvent
bien inférieure a 10 arbres reproducteUdfgyijre 111.16 A). Cette relation ne semble pas

significative sur le site d’Haguenaki@ure 111.16 B).

4.3 Structuration spatiale de la diversité génétique neutre

4.3.1Mise en évidence d’'une structuration spatiale de la diversité génétique a

I'aide de microsatellites nucléaires

A partir des génotypes aux 4 microsatellites nucléaires, nous avons analysé les variations de
'apparentement entre couples d’individus (mesuré par le coefficient d’apparentement de
Loiselle ) en fonction de la distance entre chaque paire d'individus. Le coefficient de la
pente entre distance spatiale et coefficient d’apparentement est significativement inférieur a 0

(bp=-0.0013*). On peut ainsi rejeter I'hypothése nulle d’absence de structuration génétique
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spatiale (SGS) dans le peuplement. Cette valeur négative met en évidence une diminution de
I'apparentement lorsque la distance géographique séparant deux individus augmente. Le
corrélogramme obtenu par cette approdfigure 111.17) montre que les individus sont plus
apparentés que sous I'hypothése nulle de répartition aléatoire des génotypes dans I'espace
pour des distances entre arbres d’environ 30m.

Lorsque l'analyse est conduite séparément dans les trois parcelles d'études de densité
différentes, une SGS n’est détectée que dans la parcelle 1064 qui présente la plus forte densité

de reproducteurs.

4.3.2Aucune structuration spatiale de la diversité génétique décrite a I'aide

de microsatellites chloroplastiques

Une analyse identique a été réalisée sur les données haplotypiques issues du génotypage des
individus a l'aide des 6 microsatellites chloroplastiques. Aucune DGS significative ne peut
étre détectée ni a I'échelle du peuplement, ni a celle de la parcgi@Q®l, n.s). Cette
absence de structuration spatiale de la diversité chloroplastique est facilement observable en
représentant la distribution spatiale des huit haplotypes les plus fréquents qui apparaissent

bien dispersés sur 'ensemble du sigg(re 111.18).

4.4 Discussion :
4.4.1Une structuration spatiale a différents niveaux

D’une maniere générale, les études chez les pins sur la structuration spatiale a I'échelle du
peuplement ont abouti a I'observation d’'une faible mais significative structuration génétique
spatiale (Jones et al., 2005 ; Epperson et Chung, 2001 ; Gonzales-Martinez et al., 2002). Les
individus apparaissent ainsi étre plus apparentés pour des distances généralement inférieures a
20m et non apparentés pour des distances supérieures (Epperson et Chung, 2001 ; Marquardt
et Epperson, 2004, Walter et Epperson, 2004). La plupart de ces études s’appuient cependant
sur des marqueurs nucléaires ne permettant pas ou du moins difficilement, de différencier les
conségquences de la dispersion des genes par pollen et par graines sur cette structuration. Bien
qgue le pin sylvestre soit une espéce largement répandue a I'échelle du continent européen,
cette étude est la premiére a notre connaissance qui compare la structuration de la diversité
génétique a I'échelle individuelle pour deux types de marqueurs a hérédité différente. Pour les

marqueurs nucléaires, nous avons observé de maniére identique a Chybicki et al. (2008) la
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présence d’une structuration spatiale significative, bien que relativement faiipie¢he de

0). Un apparentement significatif, indiquant la présence de cercles de consanguinité (Hamrick
et Nason, 1996) apparait jusqu’a des distances de 30m ; puis cet apparentement devient non
significatif pour des distances plus élevées. L’existence d'une structuration dans ce
peuplement géré reste tout de méme originale étant donné que les structurations sont
généralement observées dans des peuplements naturels non gérés (Takahashi et al., 2008 ;
Chybicki et al., 2008). Des flux de graines restreints sont souvent cités comme étant le facteur
principal de la présence d'une forte structuration spatiale (Epperson 2003). Nous pouvons
donc supposer que cette structuration spatiale est due a une dispersion des graines limitée
dans l'espace jusqu'a une distance de 30m. Une forte densité d'individus ou une forte
capacité de dispersion des graines peut cependant masquer I'effet d’'une dispersion limitée
dans l'espace, en permettant le recouvrement des fenétres de dispersion et le mélange
d’individus issus de différentes origines (Jones et al., 2006 ; Takahashi et al., 2001). La
relativement faible structure observée ici semble toutefois étre due a une densité élevée
d’individus a la génération précédente, étant données les faibles capacités de dispersion des
graines généralement observées chez les pins (Guittet et Laberche, 1974 ; Camarero et al.,
2005). L’absence de structuration spatiale pour les marqueurs chloroplastiques confirme que
la structuration spatiale observée au niveau nucléaire est due a une dispersion limitée des
graines, les flux de pollen n’ayant aucune influence sur celui-ci. Un patron identique a été
observé chez un conifére japona®yptomeria japonicaTakahashi et al., 2008) et confirme

les fortes capacités de dispersion du pollen chez les pins (Robledo et Gil, 2005). La présence
d'une absence de structuration génétique au niveau chloroplastique confirme aussi que les
arbres-meére a l'origine de ce peuplement ont été pollinisés par un grand nombre de peres
différents. En effet, dans le cas extréme ou un arbre mere est pollinisé par un seul pére, on
peut s’attendre, suite a une dispersion limitée des graines, a I'existence d’'une structuration
génétique au niveau chloroplastique, étant donné que toutes les graines dispersées sont plein

fréres.

Compte tenu du fort contrble génétique des caracteres liés a la reproduction (Bryam et al.,
1986; Fries, 1994), on peut s'attendre a ce que la structuration spatiale de la diversité
génétique induise une structuration au niveau phénotypique (Nanos et al., 2004). Aucune
structuration spatiale de la floraison n’a pu étre mise en évidence a I'échelle individuelle,
probablement en raison d'un échantillonnage trop lache par rapport a I'échelle de

structuration génétique spatiale. Mis a part pour I'année 2004, aucune différence entre
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parcelles n’a pu étre mise en évidence, bien que des variations locales de type de sols puissent
modifier I'abondance de la floraison (Nanos et al., 2004).

Aucune corrélation entre la densité d’individus et lI'abondance de floraison ou de
fructification n'a pu étre mise en évidence, alors que l'on pouvait s’attendre a une
augmentation de la floraison dans les zones les moins dense (Karlsson, 2000 ; Debain et al.,
2003) en raison des différences d'utilisation des ressources. De méme la densité locale
n'influe pas sur le poids de graines, démontrant que le contréle maternel joue un réle plus fort
que la compétition entre individus. Bien que le classement des individus soit conserve, le
poids des graines peut toutefois fortement varier d'une année a l'autre en raison des

différences de disponibilité des nutriments ou de I'eau (Castro et al., 1999).

4.4.2Ilmportance de I'environnement sur la production de graines

Alors que Schurr et al. (2008) montrent que la densité joue sur la capacité de production de
cbnes, linfluence de la densité en forét d’Orléans apparait au niveau de la capacité de
production de graines et notamment le taux de graines vides par cone. Cette corrélation peut
étre la conséquence de deux phénomenes: une pollinisation insuffisante en quantité pour les
arbres isolés étant donnée la relation négative entre le taux de graines vides et la quantité de
pollen disponible (Sarvas, 1962), ou le résultat de la dépression de consanguinité étant donnée
la forte corrélation entre l'isolement et le taux d’autofécondation (Robledo et al., 2004b). Le
fait que la distance a l'arbre le plus proche (Dmin) n’ait aucune influence sur le taux de
graines vides laisse toutefois supposer que la quantité de pollen joue un réle essentiel dans la
structuration spatiale de la production de graines.

Il est intéressant de noter qu’a Haguenau, aucune structuration spatiale de la capacité de
production de graines n’a pu étre mise en évidence. Cette difféerence semble essentiellement
due a la différence d’environnement entre la parcelle d’'Orléans et celles de Haguenau. Alors
gu’a Orléans, notre parcelle est relativement isolée dans un massif de chénes, les parcelles en
forét de Haguenau sont situées en plein cceur d’un large massif de pins. La quantité de pollen
produite par les pins de la parcelle 951 est insuffisante pour polliniser convenablement tous
les arbres de la parcelle et notamment les plus isolés. En forét de Haguenau en revanche,
méme si les arbres des parcelles produisent relativement peu de pollen, la proximité
d'immenses zones de pins permet une pollinisation suffisante en quantité, compte-tenu de la

capacité de dispersion du pollen relativement élevée chez le pin sylvestre.
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Figure 111.19 : Comparaison des capacités de production de graines au sein de nos parcelles
en fonction de I'éventail de valeur trouvées dans la bibliographie ou dans des données
internes du CGAF ou de I'INRA.
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D’'une maniére générale, et malgré la forte variabilité interannuelle, le nhombre moyen de
graines par cone observé dans notre étude est relativement faible. Pour le cas de Haguenau, la
faible capacité de production de graines semble étre due a I'age éleveé des individus (200 ans
environ) alors que pour les parcelles de la forét d’Orléans, c’est plutét I'environnement
pauvre en pin qui engendre la faible production de graines. La quantité de graines produites
par cone se rapproche de celles de peuplements en marge d’aire de distribution, (Castro et al.,
1999) situés dans des conditions écologiques non optinfakaldn, 1991; Hoédar et al.,

2003), et produisant généralement moins de graines quaeities (Geburek et Turok, 2005,

Figure 111.19). Il apparait ainsi qu’'un age trop avancé des individus, ou une situation
d’isolement trop fort, peut considérablement diminuer la capacité de production de graines et

donc perturber la mise en place de la régénération naturelle.

5. Conclusion

Nous avons montré qu'’il existait dans les peuplements forestiers étudiés une forte diversité
individuelle a la fois au niveau génétique et au niveau des capacités reproductrices. La
sylviculture menée depuis de nombreuses générations n’'a donc pas altéré la diversité
génétique, ni sélectionné ou contre-sélectionné d’individus sur les criteres de capacité
reproductrice.

Notre étude nous a montré par ailleurs qu’il existait de fortes variations temporelles de
floraison/fructification. Ces variations temporelles sont d’'une importance considérable pour la
mise en place de la régénération étant donné gu’il peut exister des années ou trés peu de cones
sont produits, ce qui diminue fortement l'efficacité de la mise en régénération. Lors de ces
mauvaises années, la production de graines par cone est elle aussi réduite ce qui diminue
encore plus fortement la capacité de production de graines du peuplement. Par ailleurs, I'age
relativement avancé des individus sur le site Haguenau engendre un diminution de la
production de graines, ceux-cCi se situant a des niveaux relativement bas par rapport a ceux
couramment observes.

Un des résultat important de cette étude est I'influence de la densité locale sur la capacité de
production de graines dans les peuplements isolés. Il apparait ainsi que dans un peuplement
isolé, les individus situés dans des situations de faible densité ont une capacité reproductrice
plus faible en raison du fort taux de graines vies produites.

Malgré la gestion forestiere menée depuis de nombreuses années dans ces peuplements, il

réside toujours une structuration spatiale de la diversité génétique, démontrant que la
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sylviculture ne suffit pas a briser les cercles de consanguinité engendrés par une dispersion
des graines limitée dans l'espace. Malgré cette structuration spatiale, les capacités
reproductrices n'apparaissent pas étre structurées dans les peuplements.

Etant donné que les caractéristiques du peuplement reproducteur influencent fortement la
diversité génétique des graines produite, la caractérisation des populations adultes est une
étape préalable indispensable a I'analyse des flux de pollen et de graines. Au regard des
informations obtenues dans ce chapitre, nous pouvons désormais nous attacher a la

caractérisation des flux de pollen et a la formation des graines.
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Dispersion du pollen: de [unité de
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Chapitre 1V : Dispersion du pollen

Chapitre 1V : Dispersion du pollen : de l'unité de gestion

a l'unité de reproduction

1. Rappel des matériels et méthodes utilisés

L’analyse des flux de pollen sur le site de Haguenau repose sur la récolte de descendances
maternelles correspondant a des événements de pollinisation 2002. L'échantillonnage des
arbres-meres réalisé a été contraint par le faible niveau global de fructification des 3 parcelles.
Les 31 arbres retenus sont tous de fructification moyenne a élevée en 2004 et cherchent a
représenter le gradient de densité locale de reproducteurs observé sur les 3 parcelles. En
moyenne 24 graines par descendance (de 3 a 38) ont été génotypées pour caractériser le
niveau de diversité génétique de la population de graines produidbedu 1V.1). La
structuration génétique en descendances maternelles a également permis I'estimation du taux
d’autofécondation et des écarts a un régime de reproduction panmictique.

L’analyse de parenté a été réalisée sur un sous-ensemble de 20 descendances maternelles
représentant le gradient de densité locale de reproducteurs et pour lesquelles un effort de
caractérisation génétique du voisinage était disponible dans un rayon minimum de 50m (zones
d’'inventaire exhaustif d’arbres adultésgure II.5 — Tableau 1V.1). Cette analyse a permis

d’aller au-dela d’'une détection de différenciation entre nuages polliniques en précisant les
capacités individuelles de dispersion des péeres identifiés.

L’analyse des données de génotypage sur les marqueurs a hérédité biparentale et paternelle a
été réalisée séparément dans un premier temps puis conjointement lorsque cela a été possible
(analyses de paternité notamment). Les résultats obtenus ont été mis en relation avec les
différents descripteurs physiques et biologiques de la population de reproducteurs : densité de
pins dans un rayon de 30m, abondance et précocité de floraison. Une attention particuliere a
été portée a la mise en évidence d’'un effet du gradient de densité de reproducteurs entre les 3

parcelles et a la quantification de flux de pollen hors parcelle.
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% données

Marqueur N manquantes A Ae Asy,  Ho He Fis

SPAG 714 743 4.4 40 19,25 6 0,93 0,95 0,02 (n.s)
SPAC 125 743 3.9 34 13,37 9 0,92 0,93 0,01 (n.s)
Ctg 4363 743 5,6 22 4,76 3 0,72 0,78 0,07 ***
Estimation

) - - - - - - 0,88 0,03 (n.s.)
multilocus

Tableau IV.2 : Diversité génétigue moyenne des 31 descendances maternelles récoltées a
Haguenau, aux 3 loci nucléaires. N, nombre de graines génotypées ; A, nombre d’alléles
observés ; Ae, nombre d'alleles efficacessi,Anombre d’alleles de fréquence supérieure a
5% ; Ho, hétérozygotie observée ; He, hétérozygotie attendue ; Fis, déficit en hétérozygote
estimé (test d’égalité a 0, **p < 0,01 ; ***p < 0,001 ; n.s non significatif).

Parcelle tn ts tm - ts

1064 (50 pins/ha) 1,12 (0,02) 1,03 (0,07) 0,08 (0,07)
1063 (21 pins/ha) 1 (0,01) 0,95 (0,04) 0,05 (0,03)
1062 (12 pins/ha) 0,96 (0,08) 0,91 (0,05) 0,05 (0,04)

Tableau 1V.3 : Estimation du taux d’allofécondation multilocug) (€t simple locus {f aux 3

loci nucléaires pour les 31 descendances maternelles de Haguenau regroupées par parcelle. La
différence § — t permet d’estimer le taux de fécondation entre individus apparentés. Les
écart-types sont indiqués entre parenthése.
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2. Caractérisation de la diversité génétigue dans les descendances

maternelles issues de pollinisation libre

2.1 Caractérisation de la diversité génétique des graines a laide de

marqueurs microsatellites nucléaires

Le niveau de diversité génétique (Ag) dbservé pour 3 microsatellites nucléaires est élevé et
comparable a celui observé dans la population de reproductalmsdu 1V.2). Il est a noter

la présence, dans la population de graines génotypées, de 5 alléles privés peu fréquents pour
le seul locus SPAG 714. Le niveau d’hétérozygotie observée est en moyenne trés élevé et se
révele légérement supérieur a celui observé dans la population de reproducteurs. Aucun
déficit significatif d’individus hétérozygotes i{J-n’est observé au niveau multilocus méme

s'il est détecté a I'aide du marqueur ctg 4363. Le taux d’allofécondation multilgguestt

tres élevé et confirme le tres faible pourcentage de graines pleines issues d’autofécondation,
déja observé chez le pin sylvestre. La différepeg, ui permet d’estimer le taux moyen de
croisement entre individus apparentés est elle aussi faibde@u 1V.3).

Pour un effort d’échantillonnage donné intra descendance, les estimations de diversité
multilocus et de niveau d’hétérozygotie observée varient peu d'une descendance a l'autre.
Seules 2 descendances (2004-15 et 2004-32) présentent une diversité allélique et un niveau

d’hétérozygotie relativement faible (respectivement 0,38 et OT2Djéau 1V.4).

2.2 Caractérisation de la diversité génétique des graines a laide de

marqueurs microsatellites d’origine paternelle

A partir des 715 graines génotypées (3,8% de données manquantes) a l'aide de 6
microsatellites chloroplastiques, 186 haplotypes différents ont pu étre définis dont 82 n’ont
pas été détectés dans la population de reproducieabtetu 1V.5). A I'inverse, 90 des 204
haplotypes de la population de reproducteurs ne sont pas détectés dans la population de
graines étudiée. Si 78 haplotypes (42%) ne sont représentés que par une seule graine, certains
d’entre eux se révelent particulierement fréquents dans la population de gfames (

IV.1). Il est & noter gqu'’ils correspondent en trés grande majorité a des haplotypes fréquents
dans la population de reproducteurs. La diversité haplotypique de I'ensemble des
descendances est trés élevée<18,986).
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Loci nucléaires

Descendance N A Ae Asy, Np He

684 28 12,7 4,2 2,3 0,3 0,76
697 18 9,0 3,7 4,7 0,0 0,67
2004-01 36 15,3 4.6 4.0 0,3 0,78
2004-02 15 6,7 3,2 4,7 0,0 0,53
2004-04 20 6,7 3,8 5,0 0,3 0,55
2004-05 38 15,3 4,4 3,3 0,3 0,76
2004-07 3 5,3 2,9 3,0 0,0 0,50
2004-08 36 14,7 41 3,3 0,7 0,71
2004-09 16 50 2,8 2,3 0,0 0,50
2004-10 35 11,7 4,3 4.0 0,0 0,73
2004-11 20 50 3,5 5,0 0,0 0,54
2004-14 20 6,3 3,5 3,7 0,3 0,54
2004-15 19 6,7 1,6 1,7 0,3 0,38
2004-16 14 4,3 3,1 3,7 0,0 0,51
2004-17 29 11,3 4.4 4.3 0,0 0,75
2004-20 12 3,3 2,7 3,3 0,0 0,48
2004-21 19 6,0 2,8 3,0 0,3 0,51
2004-22 14 50 2,9 2,7 0,0 0,51
2004-23 20 5,0 2,7 5,0 0,0 0,50
2004-24 19 6,0 3,0 2,0 0,3 0,49
2004-25 20 7,0 3,7 5,0 0,0 0,54
2004-26 37 12,3 4.5 4.0 0,7 0,77
2004-27 19 6,0 3,4 4,3 0,0 0,53
2004-28 35 13,7 4,2 3,7 0,0 0,69
2004-29 20 7,3 3,4 3,3 0,0 0,53
2004-30 20 2,7 2,0 2,7 0,0 0,44
2004-31 32 13,3 5,0 53 0,0 0,79
2004-32 15 2,7 1,8 2,7 0,0 0,27
2004-33 18 5,3 2,3 2,0 0,0 0,47
2004-34 33 13,0 4,2 4,0 1,0 0,67
2004-35 35 15,0 4,3 3,0 0,7 0,76

Tableau IV.4 Diversité génétique multilocus de chacune des 31 descendances maternelles
récoltées a Haguenau, mesurée avec les 3 marqueurs microsatellite nucléaires. N, nombre de
graines génotypées ; A, nombre d'alleles observés ; Ae, nombre d’alleles efficaggs ; A
nombre d’alléles de fréquence supérieure a 5% ; He, hétérozygotie attendue.

Fréquence

T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

MNombre de copies de I'haplotype dans la population

Figure IV.1 : Distribution de la fréquence des haplotypes obtenus a 'aide de 6 microsatellites
chloroplastiques dans les 31 descendances maternelles récoltées a Haguenau. Les différents
haplotypes obtenus sont regroupés en fonction de leur représentation dans la population de
graines étudiée.
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La fréquence relative des différents haplotypes identifiés dans une descendance donnée
permet d’estimer le nombre de péres pollinisateurs et le nombre efficace deTpdteay

IV.5). La diversité haplotypique est élevée dans chacune des descendances observées. Le
nombre estimé de péres pollinisateurs) (Mst tres élevé puisque, en moyenne, 68% des
graines d’'une descendance sont issues de peres différents et a contribution unique. Le nombre
efficace de péres rapporté a une taille commune d’échantillonnage de 20 graines est en
moyenne de 13,1 mais varie toutefois de 4,3 a 20. Si on peut noter la présence dans toutes les
descendances d’haplotypes non identifiés dans la population de reproducteurs, la contribution
relative de ces haplotypes varie fortement d’'une descendance a l'autre. 6 d’entre eux sont

présents chacun dans au moins 5 graines analysées.

2.3Diversité génétique des descendances et caractéristiques du voisinage

reproducteur

Le nombre de descendances étudiées étant limité, aucune analyse de structuration spatiale
robuste des parameétres de diversité présentés ci-dessus ne pouvait étre conduite. La variabilité
observée pour le pourcentage d’haplotypes non identifiés dans la population de reproducteurs
peut néanmoins étre georéeférencée sur le site d’éttdped 1V.2). On rencontre les plus

fortes valeurs de ce paramétre dans les situations suivantes :

- pour des arbres-mére en peuplement a forte densité de pin sylvestre (parcelle 1064)
mais ou l'inventaire exhaustif des reproducteurs était limité & un voisinage de 50 m.
Les péres possédant I'haplotype original peuvent étre présents dans un voisinage plus
large mais n’ont pas été couverts par I'échantillonnage.

- pour des arbres méres en peuplement a faible ou moyenne densité (parcelles 1062,
1063) mais présents au sein de zones a inventaire exhaustif de reproducteurs. lls
témoignent de I'existence significative de flux de pollen a longue distance (> 100m).

Par ailleurs, aucune relation particuliere entre le pourcentage d’haplotypes non identifiés dans
la population de reproducteurs et d’autres caractéristiques des arbres meres n’a pu étre mise
en évidence.

Nous avons également cherché a mettre en relation la variabilité observée pour le nombre
efficace de péeres rapporté a 20 graines avec les différentes caractéristiques connues des arbres
meres (précocité de floraison, nombre de graines pleines par cone, taux de graines pleines) et
de leur voisinage reproducteur (densité locale dans un rayon de 30m). Les arbres méres dont
le nombre efficace de péres rapporté a 20 graines est le plus faible (< 12) présentent des
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Loci haplotypique

Descendance N Nh Hp % Hp Hs Nep Nep20
684 28 20 8 40,0 0,954 10,3 7.4
697 18 15 5 33,3 0,926 13,5 15,0
2004-01 36 25 8 32,0 0,945 20,3 11,3
2004-02 15 14 2 14,3 0,924 13,2 17,6
2004-04 20 18 5 27,8 0,935 16,7 16,7
2004-05 38 23 7 30,4 0,940 17,6 9,3
2004-07 3 3 2 66,7 0,667 3,0 20,0
2004-08 36 30 7 23,3 0,952 24,0 13,3
2004-09 16 13 8 61,5 0,883 10,7 13,3
2004-10 35 24 7 29,2 0,945 17,3 9,9
2004-11 20 16 5 31,3 0,915 14,3 14,3
2004-14 20 16 2 12,5 0,930 13,3 13,3
2004-15 19 15 2 13,3 0,909 12,4 13,1
2004-16 14 11 3 27,3 0,898 9,8 14,0
2004-17 29 18 3 16,7 0,880 8,0 55
2004-20 12 10 2 20,0 0,903 9,0 15,0
2004-21 19 19 2 10,5 0,925 19,0 20,0
2004-22 14 13 2 15,4 0,918 12,3 17,5
2004-23 20 20 6 30,0 0,935 20,0 20,0
2004-24 19 15 3 20,0 0,875 12,4 13,1
2004-25 20 18 3 16,7 0,845 16,7 16,7
2004-26 37 22 2 9,1 0,928 8,4 4,5
2004-27 19 14 4 28,6 0,942 11,6 12,3
2004-28 35 25 2 8,0 0,903 12,6 7,2
2004-29 20 19 5 26,3 0,930 18,2 18,2
2004-30 20 12 4 33,3 0,915 43 4,3
2004-31 32 27 10 37,0 0,949 21,3 13,3
2004-32 15 10 4 40,0 0,907 7,3 9,7
2004-33 18 14 2 14,3 0,938 10,1 11,3
2004-34 33 25 6 24,0 0,948 214 12,9
2004-35 35 31 15 48,4 0,927 28,5 16,3

Tableau 1V.5 : Distribution des haplotypes chloroplastiques dans chacune des 31 descendances mate
récoltées a Haguenau. N, nombre de graines génotypées ; Nh : nombre total d’haplotypes identifiés
nombre d’haplotypes non identifiés dans la population de reproducteurs ; Hs : diversité haplotypique ;
nombre de péres efficacesXfi2, avec pi fréequence de I'haplotype dans la descendance) ; Nep20 : nor
de peres efficaces approché pour 20 graines.

Figure 1V.2 : Représentation cartographique du pourcentage d’haplotypes non identifiés dans la populatic
reproducteurs et présents dans chacune des 31 descendances maternelles récoltées a Haguenau. La taille
est proportionnelle au pourcentage d’haplotypes. Les limites de parcelles forestiéres figurent en trait no
gauche a droite, parcelles 1064, 1063, 1062). Les limites des zones inventoriées exhaustivement sont schér
en trait orange.
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densités locales de reproducteurs tres variabigsife 1V.3a). Lorsque la taille de voisinage

est inférieure a 5 arbres, on pourrait émettre I’hypothése d’'un nuage pollinique peu diversifié,
résultat de la contribution d’un faible nombre de voisins. Lorsque par contre la densité locale
de reproducteurs est importante (> 20), on peut supposer la contribution majoritaire de
guelques peres gros producteurs de pollen. Un nombre efficace de péres élevé peut néanmoins
étre associé a une densité locale faible, laissant supposer I'existence d’'un nuage pollinique
diversifié et homogénéisé par des phénomeénes aérologiques, situation hautement probable
dans un massif de la taille de celui de Haguenau.

Ces mémes arbres meéeres a nombre efficace de péres faible présentent des taux de graines
pleines contrastésigure 1IV. 3b). Les 4 d’entre elles cumulant faible taux de graines pleines

et nombre efficace de peres limité pourraient témoigner soit d’'une limitation qualitative et
quantitative du nuage pollinique, soit d’'un pourcentage €levé de croisements entre quelques
individus fortement apparentés. Lorsque par contre le taux de graines pleines est élevé, on
peut la encore supposer la contribution majoritaire de quelques péres gros producteurs de
pollen.

Aucune relation particuliere ne peut étre mise en évidence entre nombre efficace de péres et
succes reproducteur des arbres méres estimé a I'aide du nombre moyen de graines pleines par
cbne Figure 1V.3c). En situation de pollinisation non limitante (cas de massifs de grande
taille), la variabilité pour la production de graines pleines peut en grande partie étre attribuée a
une forte variabilité individuelle pour la capacité de floraison femelle.

Les rares arbres meres a floraison femelle tardive de I'échantillonnage présentent un nombre
efficace de péres inférieur a la moyenkig(re 1V.3d). Le fort synchronisme entre floraison

male et femelle semble réduire les risques d’apports insuffisants en pollen aux seuls arbres

extrémes pour la gamme de phénologie de floraison observée.

2.4 Discussion

Observer une diversité génétique des nuages polliniques similaire a celle de la population de
reproducteurs est un résultat courant chez les arbres forestiers (Robledo-Arnuncio et al.,
2004a ; Bittencourt et Sebbenn, 2007 ; Geng et al., 2008 ; Pakkad et al., 2008). Bien que les
comparaisons de diversité entre deux générations soient relativement courantes pour des
marqueurs nucléaires, elles restent relativement rares pour des marqueurs chloroplastiques et

sont souvent basées sur des marqueurs chloroplastiques peu polymorphes (Geng et al., 2008).
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La forte diversité mesurée avec les deux types de marqueurs utilisés et I'absence de déficit en
hétérozygotes peuvent étre expliquées par deux caractéristiques du régime de reproduction du
pin sylvestre : une fécondation essentiellement allogame et un nombre efficace de peres élevé
(Muona et Harju, 1989 ; Robledo-Arnuncio et al., 2004a et b). Dans notre étude, les taux
d’allogamie observés sont proches de 1 et de niveau comparable a ceux observés dans
d’autres peuplements de pin sylvestrg=(1,93-0,97, Muona et Harju, 1989 ; Robledo-
Arnuncio et al., 2004b) et pour d’autres espéces de coniferes (voir Restoux et al., 2008 pour
une synthése). Les tres faibles taux d’'autofécondation observés sur graines peuvent
s'expliquer chez le pin sylvestre par la forte dépression de consanguinité qui agit
négativement sur le taux de survie du zygote (Karkkainen et Savolainen, 1993) et se traduit
généralement par la formation de graines vides. L’estimation du taux d’autofécondation a
partir de graines pleines viables conduit ainsi a une sous-estimation du niveau

d’autofécondation réelle dans les populations.

Des taux d’autofécondation non négligeables ont toutefois été estimés dans certaines
situations (Rajora et al., 2000 ; Xie et al., 1991 ; Robledo-Arnuncio et al., 2004b). lls sont
généralement expliqués par des tailles de population et des densités réduites de reproducteurs
(Rajora et al., 2002 ; Robledo-Arnuncio et al., 2004b ; Tomita et al., 2008). Alors que
Robledo-Arnuncio et al. (2004a) soulignent I'importance de la densité locale de reproducteurs
sur le taux d’autofécondation en peuplement isolé, notre site d’étude en plein cceur d’un
massif de pins sylvestres ne permet pas de révéler d’éventuels effets de densité locale de
pollinisateurs. En cceur de massif forestier, il semble donc que les productions et dispersion de
pollen soient suffisamment importantes pour polliniser toutes les fleurs femelles produites et
peuvent expliquer que l'effet de la densité sur le régime de reproduction ne soit pas toujours
significatif (Beaulieu et Simon, 1995; Neale et Adams, 1985, mais voir Tomita et al., 2008).
Des données expérimentales associées a des simulations démontrent qu’'une augmentation de
I'autofécondation n’est visible que dans des peuplements isolés de faible densité (20 arbres
par hectare, Robledo-Arnuncio et al., 2004a) et que les variations des taux d’allofécondation

entre individus sont généralement faibles chez les coniferes (O’Connell et al., 2006).

Il semble intéressant de souligner que seules les situations correspondant a une limitation de
la production de pollen permettent de révéler des relations significatives entre densité locale
de reproducteurs d’'une part et taux de graines pleines ou taux d’autofécondation d’autre part.
(Cf Chapitre Il ; Rajora et al., 2002).
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o Variance % de p-
Source de variation d.d.l. o _ D
estimée variance value

Microsatellites nucléaires :

Inter descendances 31 0,188 14 0,151 <0,001
Intra descendances 743 1,129 86
Total 774 1,317 100
Haplotypes chloroplastiques :
Inter descendances 31 85,00 2 0,025 0,235
Intra descendances 743 4590,96 98
Total 774 4675,96 100

Tableau IV.6: Reésultats de I'AMOVA (approche TwoGener) réalisée sur les 31
descendances maternelles de Haguenau pour 3 microsatellites nucléaires et 6 microsatellites
chloroplastiques.
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3. Détection de différenciations des nuages polliniques

Une éventuelle différenciation des nuages polliniques entre arbres-meres peut étre attribuée
soit a une dispersion du pollen limitée dans I'espace soit a une forte ‘correlated paternity’ au
sein des descendances (Bittencourt et Sebbenn, 2007). Nous avons donc dans un premier
temps cherché a vérifier si une telle différenciation pouvait étre mise en évidence entre les
nuages polliniques ayant contribué a la production des graines analysées a partir des 31

descendances maternelles récoltées a Haguenau.

3.1 Niveau de différenciation avec les deux types de marqueurs

L’estimation de la différenciation des nuages polliniqu@s X obtenue par I'approche de

type TwoGener (Smouse et al.,, 2001) a été réalisée a partir des données de génotypage a
I'aide des deux types de marqueurs (chloroplastiques et nucléaires) sur 743 graines de 31
descendances maternelleBaljleau 1V.6). LAMOVA montre, quel que soit le type de
marqueur (nucléaire, chloroplastique) utilisé, que la variance moléculaire intra-descendance
représente la source de variation prépondérante. Seuls 2% (marqueurs chloroplastiques) et
14% (marqueurs nucléaires) de la variance totale observée correspondent au niveau inter-
descendances. La différenciation des nuages polliniques estimée a partir des données
nucléaires sur I'ensemble des arbres méres des 3 parcelles échantillonnées apparait
significative (g, = 0151p < 0001). En revanche cette différenciation est faible et non
significative quand elle est estimée a partir des données chloroplastiques

(@, = 0025p = 0235 n.s.). Les nuages polliniques qui contribuent a la production de

graines des arbres-méres étudiés ne différent donc pas les uns des autres avec ce type de
marqueurs a hérédité paternelle. L'interprétation des résultats observés a I'aide des marqueurs
nucléaires doit donc étre modulée par les informations apportées par les marqueurs
chloroplastiqgues. On peut en effet faire I'hypothése de I'existence d’'un nuage pollinique
homogene a I'échelle des trois parcelles étudiées au coeur du massif forestier de Haguenau
combinée a I'existence d’'une structuration génétique spatiale des arbres adultes.

L’estimation de la différenciation des nuages polliniques obtenue par I'approche TwoGener
(Smouse et al., 2001) varie de 0,025 pour les marqueurs chloroplastiques a 0,151 pour les
marqueurs nucléaires. Pour ces derniers, la valeur observée est relativement forte par rapport
aux valeurs trouvées dans la bibliographie pour les espéeces anémophiles: 0,0Rihymur

sylvestris(Robledo-Arnuncio et al., 2004a), 0,061 pour Quercus alba (Smouse et al., 2001),
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0,047-0,075 pourPinus echinata (Dyer, 2002) et 0,034-0,070 pduercus salicina
(Nakanishi et al., 2004). Elle est comparable a la valeur observée dans un peuplement de
Quercus lobata de faible densité{ =0,136, Sork et al., 2002), et ou la taille de population

efficace qui en résulte est relativement faibles#8,5). La distribution tres asymétrique des
fréquences alléliques du marqueur ctg 4363 (cf 111.3.1) pourrait étre a l'origine d'une
surestimation de cette différenciation. Bien qu’a ma connaissance aucune étude sur la
différenciation des nuages polliniques basée sur des marqueurs chloroplastiques ne soit
disponible, il apparait que ces marqueurs constituent des outils de choix pour I'étude des flux
de pollen étant donné leur meilleure robustesse par rapport aux hypotheéses sous jacentes des
modeles généralement utilisés. Au niveau chloroplastique, une forte proportion de pollen issu
d'immigration peut permettre d’expliquer I'absence de différenciation des nuages polliniques
observés. En effet, il semble qu’en cceur de massif forestier, une faible proportion du pollen
provient d’individus voisins, alors que la majorité proviendrait des peuplements alentours et
peut donc étre considéré comme un nuage pollinique unique (Burczyk et al., 2006). Cette
hypothese semble d’autant plus réaliste que dans notre population relativement agée, peu
d’individus sont floriferes (ou fleurissent trées peu) et ne sont donc pas aptes a saturer de
pollen les fleurs femelles situées a proximité (‘Mass Action Hypothesis’, Holsinger, 1995).

3.2 Différenciation des nuages polliniques et caractéristiques des arbres

meres

Nous avons cherché a mettre en relation les estimations de différenciation des nuages
polliniques avec la position géographique des arbres meéres les uns par rapport aux autres
(distance), leurs caractéristigues de voisinage (nombre de reproducteurs dans un rayon de
30m) et leurs caractéristiques phénologiques (précocité de la floraison femelle).

Aucune corrélation significative entre distance géographique entre arbres-meéres et
différenciation génétique des nuages polliniques n'a pu étre mise en évidence avec les
marqueurs nucléaireg=igure 1V.4). On peut en déduire que la distance entre arbres ne
constitue pas la cause principale de différenciation des nuages polliniques observée avec ce
type de marqueurs. Etant donnée I'absence de corrélation au niveau nucléaire entre distance
géographique et différenciation pollliniques et l'absence de différenciation au niveau
chloroplastique, nous n'avons pu estimer une courbe de dispersion du pollen. Sous dispersion
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limitée, I'on s’attend en effet que la différenciation augmente avec la distance (Nakanishi et
al., 2004 ; De-Lucas et al., 2008, Robledo et al., 2008).
Afin de tester 'effet de la densité de voisinage sur la différenciation des nuages polliniques,
les arbres-meres ont été regroupés selon trois classes de densité de pins représentatives des
parcelles dans laquelle elles se situent : faible (parcelle 1062), moyenne (parcelle 1063), forte
(parcelle 1064). Bien qu’on observe la encore une forte différenciation des nuages polliniques
a l'intérieur de chacune des parcelles, on ne note en revanche pas de différence significative
de différenciation moyenne des nuages polliniques entre les trois parEale< (IV.5). Il
est intéressant de souligner qu’'a densité moyenne de reproducteurs croissante, la variabilité
observée pou® r augmente vers les faibles valeurs. Cette observation pourrait traduire une
plus forte homogéneéisation des nuages polliniques en peuplement dense. L’'absence de
relation, au sein de chacune des trois classes de densité, entre distance entre arbres meres et
différenciation de leurs nuages polliniques peut s’expliquer par la faible variation de la
densité locale de reproducteurs a l'intérieur de chacune des classes.

Quand les arbres-meéres sont regroupés selon trois classes de précocité de floraison
femelle, une différenciation génétique significative des nuages polliniques peut étre observée
dans chacune de ces classes. On ne note en revanche pas de différence significative entre ces

classes de précocité de floraison femelleg, (= 0033p = 009). Les décalages

phénologiques observés entre individus ne sont pas suffisants pour que les nuages polliniques
des différents arbres-méres soient différenciés. En effet, Burczyk et Prat (1997) montrent en
verger a graines que les écarts de phénologie de floraison doivent étre relativement forts pour
faire apparaitre une différence entre les parameétres du régime de reproduction et les

déterminants du succeés reproducteur.

3.3 Comparaison des nuages polliniques a l'aide de corrélation de paternité

En nous basant sur les approches indirectes utilisant les données aux marqueurs nucléaires
(TwoGener et Kinship), nous avons pu estimer pour chaque couple de descendances, la
proportion de graines qui ont un peére identique (‘correlated paternity’, Hardy et al. 2004).

Sous I'hypothése d’'une dispersion du pollen limitée dans I'espace, on s’attend a ce que cette
proportion diminue lorsque la distance entre arbres-méres augmente. Il est a noter que les
corrélations de paternité estimées sont, a de rares exceptions, de faible niveau, soulignant

encore I'existence d’'un grand nombre de pollinisateurs contribuant de facon assez homogene
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Figure 1V.6: Relation entre la corrélation de paternitg) (estimée entre couples de
descendances maternelles et la distance géographique entre les arbres méres. L'estimation de
I, est basée sur les géenotypes des descendances aux 3 microsatellites nucléaires.

Parameétres Microsatellites Microsatellites
nucléaires (3) chloroplastiques (6)
Diversité génétique :
Diversité H ou H, 0,88 0,91
Fs graines 0,03 (n.s.) -
Systéme de reproduction :
Taux d’allofécondation multilocut, 0,97 (0,09) -
Taux d’'allofécondation monoloctis 0,92 (0,08) -
Taux de croisement entre apparemtgs t 0,05 (0,01) -
Proportion estimée de plein-fréres multilocys, 0,129 (0,03) -
Nombre efficace de péres par mige=1/r, 7,75 -
Approche TwoGener :
Différentiation du nuage pollinique entre arbres mergs 0,15 *** 0,025 (n.s.)
Différentiation corrigée du nuage pollinique entre arbres meres &/ (1+F, 0,145 0,025
Pourcentage de variance moléculaire intra descendance 14 2
‘Correlated paternityf,=2 &' & 0,3 0,025
Nombre efficace de péres par mig=1/r, 3,3 40

Tableau IV.7 : Estimation des paramétres de diversité génétique, du systéme de reproduction

et de différenciation des nuages polliniques a partir des 31 descendances maternelles de
Haguenau. Les écart-types sont indiqués entre parenthése. ***: p < 0,001; n.s.: non

significatif
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au nuage pollinigueF{gure IV.6). Dans notre cas, aucune relation significative avec la
distance entre arbres-meéres n'a pu étre mise en évidgpeg{= 0,03, p-value = 0,645).

Nous avons également cherché a mettre en évidence une éventuelle relation entre ces
corrélations de paternité et les caractéristiques de floraison femelle des arbres meres ou la
densité moyenne de pins selon la méme démarche que celle du § 32 ci-dessus. La encore nous
n’avons observé aucune relation significative entre ces divers parametres.

En nous appuyant sur la méthode développée par Hardy et al. (2004), nous avons estime, pour
chaque descendance maternelle, le coefficient d’apparentement moyen des gametes males
ayant engendré ces descendances. Le coefficient moyen d’apparentement intra descendance
apparait relativement faible (= 0,0107) mais variable d’'une descendance a l'autre (de 0 a
0,065). Les différences de phénologie de floraison femelle ou de densité locale de
reproducteurs n’expliquent toutefois pas les différences d’apparentement observées. En outre,
nous n’'avons pas pu de mettre en évidence un isolement par la distance de la dispersion du
pollen a partir du coefficient d’apparentement inter-descendance basé sur l'analyse des
génotypes des gameétes males. Aucune structure spatiale significative de I'apparentement n’a

pu étre détectée.

L’analyse des descendances maternelles a I'aide de marqueurs a hérédité paternelle permet
d’estimer directement le nombre minimum de peres différents ayant pollinisé un arbre-mere
donné. Dans les 31 descendances maternelles récoltées sur le site de Haguenau, nous avons vu
qgue le nombre efficace de peres était tres élevé et que les contributions relatives de chacun
d’entre eux variaient peu. Par ailleurs, I'analyse de la répartition spatiale des pollinisateurs
identifies ne montre pas de regroupement particulier autour de certains arbres-mere. Ces
observations sont en adéquation avec la faible valeur de ‘correlated paternity’ observée dans
cette étude grace aux marqueurs chloroplastiques et plus généralement chez les coniferes
(Tableau IV.7, De-Lucas et al., 2008 ; Robledo-Arnuncio et al., 2004a). Aux loci nucléaires

en revanche, la forte ‘correlated paternity’ observée est plus étonnante et peut étre causée par
I'existence d’'une structure géenétique spatiale (SGS) dans la population adulte (Millar et al.,
2008 ; De-Lucas et al., 2008).

Le nombre de péres efficaces.gNestime varie de 3,3 a 40 selon les méthodes (TwoGener,
mixed mating model) et types de marqueurs utili§ébleau 1V.7). Ces estimations restent
relativement faibles comparées aux résultats fournis par d’autres travaux sur des peuplements

avec des densités moyenne a forte de reproducteurs : 83-12BichszylvestrigRobledo-
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Chapitre 1V : Dispersion du pollen

Arnuncio et al., 2004a et b), 62-143 clizea glauca (O’Connell et al., 2006), 21-56 chez
Pinus pinaster(De-Lucas et al., 2008). Des cas de faible taille reproductrice sont cependant
parfois observés dans des populations a forte densité (t@elb Larix occidentaljsEl-
Kassaby et Jasquish, 1996).

4. Estimation des distances de dispersion du pollen par analyse de

paternité

4.1 A I'aide de microsatellites nucléaires

Parmi les 430 graines a génotype complet pour 3 microsatellites nucléaires, 76,3% ont pu étre
assignées a au moins un pere identifié dans la population d’adultes reproducteurs et 31% (133
graines) ont pu étre assignées a un seul pére. Parmi ces 133 graines, 45 ont été assignées au
seuil de confiance de 95% (un pere assigné parmi 20 est faux) et 86 au seuil de 80% (un pere
assigné parmi 5 est faux). La proportion de graines sans aucun pere compatible varie
fortement d’une descendance a l'autre, de 0 a Gigare 1V.7). Ces graines sans aucun pere
compatible sont probablement issues d’événement de fécondation avec des peres situés au-
dela des zones d’échantillonnage exhaustif de 100m. Des pourcentages €levés de graines non
assignées sont observés essentiellement chez les arbres-mére a voisinage a faible densité de
reproducteurs.

L’'analyse de la distribution des succés reproducteurs des 75 péres de la population adulte
assignés révele gu’un trés grand nombre de péres présentent des succes reproducteurs limités
et que moins de 5 peéeres semblent avoir un succes reproducteur miaiguré (V.8).

L’analyse de quelques descendances particulieres montre l'importance de l'effet de la
distance entre arbres pere et mére sur le succes reproducteur male : dans les descendances des
meres 2004-17, 2004-26 et 2004-34, un pere situé a moins de 25m de I'arbre mere est a
I'origine respectivement de 27%, 61% et 26% des graines analysées. L'avantage reproducteur
de certains arbres les plus proches impligue un exces de croisements aux courtes distances
(Burczyk et al, 1996; Dow et Ashley, 1998; Streiff et al, 1999; Lian et al, 2001), bien que le
pourcentage de graines engendrés par chaque pére au sein d'un arbre mére est relativement
faible (2-10%, Adams, 1992)

La distance entre arbre mére et peres compatibles identifiés varie de 6,9m a 434,6m, avec une

valeur moyenne de 119,1m (écartype : 98,1m). Presque 40% des peres attribués sont situés a
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Figure 1V.8 : Estimations du succes reproducteur (défini comme la proportion d’ovules
fécondés) pour les 75 péres assignés sur I'ensemble des graines a partir des microsatellites
nucléaires. Les barres noires représentent les peres situés en parcelle 1062 (faible densité de
reproducteurs), les barres rouges les peres situés en parcelle 1063 (densité moyenne de
reproducteurs) et les barres vertes les péres situés en parcelle 1064 (densité élevée de
reproducteurs).
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Figure 1V.9 : Comparaison de la distribution potentielle (barres grises) et de la distribution
observée (barres noires) entre arbres-mere et arbres peres pour 'ensemble descendances
maternelles analysées a partir des données nucléaires. Le voisinage des arbres-mére a été
divisé en différentes classes correspondant a des cercles de rayon variable. Pour chaque
classe, le nombre d’événement de fécondation observé a été comparé au nombre
d’événements potentiels (nombre d’adultes).
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moins de 60m des arbres-meres concernés, et seuls 20% sont situés au-dela(Beg@BHm

IV.9). Ces observations, avec prépondérance des événements de dispersion a courte et
moyenne distances, couplées a des événements de dispersion a longue distance sont
concordances avec celles observées chez le pin sylvestre (Robledo-Arnuncio et Gil, 2005).
Comme chez Robledo-Arnuncio et Gil (2005) des événements de pollinisation se produisant

jusqu’a 400m ont été observés en situation de faible densité.

Les cartes de dispersion efficace du pollen issues des analyses de paternité réalisées a partir

des données nucléaires sont fournies en Annexe 5

4.2 A I'aide de microsatellites chloroplastiques

Sur les 540 graines possédant un haplotype complet aux 6 microsatellites chloroplastiques,
121 ont pu étre attribuées a un seul pére par exclusion simple et 70 possédaient plusieurs
péeres compatibles. 349 graines (64%) n’ont pu étre attribuées a aucun pére de la population de
reproducteurs caractérisée. La proportion de graines sans aucun pere compatible dans la zone
échantillonnée varie fortement d’'une mere a l'autre, de 0,4 a Da®le@u 1V.8). On notera

des proportions de graines non assignées tres élevées pour tous les arbres méres situées dans
la parcelle 1062 a tres faible densité de reproduétgure 1V.10. De fagon générale, la forte
proportion moyenne observée sur 'ensemble des descendances souligne I'importance des flux
de genes a longue distance avec plus 60% des peéeres situés en dehors des zones
d’échantillonnage. La distance entre un arbre-mére et un pere attribué varie de 6,4m a 433,5m
avec une moyenne de 103m. La moitié des péres assignés se situent a moins de 70m des

arbres meres et seuls 10% se situent a plus de ZoQuord 1V.11).

4.3 A l'aide des deux types de marqueurs

En comparant les péres des 128 graines assignées a un seul pere a l'aide des
marqueurs nucléaires aux péres assignés a l'aide des marqueurs chloroplastiques, seules 12
assignations étaient totalement cohérentes sur les deux types de marqueurs et 7 autres |'étaient
en utilisant 5 des 6 marqueurs chloroplastiques. Les 109 assignations restantes étaient
incohérentes pour au moins deux marqueurs chloroplastiques voire méme pour ces 6
marqueurs (30% des cas). Lorsqu’ un seul locus était différent, la différence de taille d’allele
au niveau de ce locus était toujours de une paire de bases (motif répété) suggérant I'existence

d’erreurs de génotypage.
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Mére Densité Marqueurs nucléaires | Marqueurs chloroplastiques
voisinage| O pére| 1 pére| > 1 péere| O pére | 1pére| >1pere
2004-25 faible 10,0 10,0 80,0 55 12,5 32,5
2004-26 faible 375 | 325 30,0 77,5 15 7,5
2004-33 faible 53 53 89,5 75 2,5 22,5
2004-34 faible 359 | 385 25,6 77,5 10 12,5
2004-35 faible 575 | 27,5 15,0 87,5 7,5 5
2004-20 moyenne 0,0 10,0 90,0 55 15 30
2004-21 moyenne| 21,4 21,4 57,1 45 15 40
2004-22 moyenne 5,9 17,6 76,5 65 15 20
2004-23 moyenne 59 0,0 94,1 70 12,5 17,5
2004-24 moyenne 0,0 59 94,1 40 20 40
2004-27 moyenne 0,0 15,8 84,2 45 15 40
2004-28 moyenne| 35,9| 43,6 20,5 82,5 12,6 5
2004-29 moyenne| 15,0 15,0 70,0 55 17,5 27,5
2004-30 moyenne 0,0 10,0 90,0 80 10 10
2004-31 moyenne| 425| 32,5 25,0 70 27,5 25
2004-32 moyenne 0,0 0,0 100,0 60 15 25
2004-10 forte 2,5 47,5 50,0 50 37,5 12,5
2004-15 forte 0,0 0,0 100,0 65 5 30
2004-16 forte 0,0 8,3 91,7 50 12,5 37,5
2004-17 forte 17,5 | 55,0 27,5 47,5 25 27,5

Tableau V.8 : Pourcentages de graines avec 0, 1 ou plusieurs péeres compatibles avec ceux
échantillonnés dans les trois parcelles étudiées pour les 20 descendances maternelles de
Haguenau, selon les deux types de marqueurs microsatellites utilisés. Les descendances sont
regroupées par classe de densité de voisinage (faible, moyenne, forte).
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Figure IV.11 : Comparaison de la distribution potentielle (barres grises) et de la distribution
observée (barres noires) entre arbres-mere et arbres peres pour les descendances maternelles
analysées a partir des données haplotypiques. Le voisinage des arbres-mere a été divisé en
différentes classes correspondant a des cercles de rayon variable. Pour chaque classe, le
nombre d’événement de fécondation attribué par analyse de paternité a été comparé au
nombre d’événements potentiels (nombre d’adultes présents).
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Ces forts écarts d’assignation selon le type de marqueurs utilisés soulevent des interrogations.
La premiére hypothése envisagée porte sur le taux d’erreur de génotypage relatives a chaque
catégorie de marqueurs. Pour les microsatellites chloroplastiques, la séquence répétée de une
paire de bases peut augmenter les erreurs non détectables de réplication par la Taq
polymérase, alors que des séquences de 2 ou 3 paires de base pour les marqueurs nucléaires
rendent plus facilement détectables ces erreurs. Néanmoins, des mesures de taux d’erreurs ont
été réalisées sur chaque type de marqueurs et n'ont pas permis de détecter des taux supérieurs
a ceux observés dans les rares études les mentionnant. La deuxiéme hypothése vient du trés
fort niveau de diversité haplotypique généré par ces microsatellites chloroplastiques. Cette
trés forte variabilité peut poser des problemes dans I'estimation de la diversité génétique
puisque elle nécessite d’échantillonner un tres grand nombre d’individus si I'on veut avoir une
bonne représentativité des haplotypes. De méme les mesures de différenciation entre
populations peuvent étre considérablement biaisées en raison de la forte diversité, de la
présence d’haplotypes rares et des forts taux d’homoplasie parfois observés chez ces
marqueurs (Hedrick 1999; Jarne et Lagoda, 1996). L'utilisation de marqueurs
chloroplastiques dans les analyses de paternité suppose donc [l'utilisation de grands
échantillons. Leur utilisation couplée a des marqueurs nucléaires permet de faciliter parfois
des attributions de parenté (Kumar et al., 2007, Lian et al., 2008), bien que des “mismatchs”
soient parfois observés méme au sein de croisement controlés (Kumar et al., 2007). En raison
de leur mode d’hérédité uniparentale, ils constituent des outils de choix pour retracer I'histoire
des populations et les conséquences de bottlenecks sur la diversité génétique des populations
(Mc Cauley, 1995; Ennos, 1999). Leur utilisation dans les études de flux de géne
contemporains est aussi dimportance puisqu’il permettent de réaliser des assignations de
paternité directes (sans inférer le génotype du gamete male par comparaison mere-
descendant), de connaitre la part relative des flux de pollen et de graines et destimer
directement le taux d’immigration (Ziegenhagen et al, 1998). Une troisieme hypothése
conduit & s’interroger sur les modeles sous-jacents aux méthodes d’assignation qui pourraient

étre différents pour les deux types de marqueurs. L'utilisation conjointe de

5. Taux d'immigration de pollen et caractéristiques de voisinage

Le taux d’immigration de pollen estimé dans cette étude correspond a la contribution relative
soit de pollen d’arbres situés dans les trois parcelles mais non génotypés, soit de pollen

d’arbres situés en dehors des limites de ces trois parcelles. Il permet surtout d’estimer la part
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Chapitre 1V : Dispersion du pollen

d’évenement de pollinisation a des distances supérieures a 50m mais pouvant atteindre 100m
et plus dans les grandes zones d’inventaire exhaustif. La comparaison des distances moyennes
de dispersion de pollen observées ainsi que les taux dimmigration estimés a l'aide des

microsatellites nucléaires font apparaitre des différences selon les situations de voisinage des

arbres-meres.

Dans les situations de faible densité moyenne de reproducteurs (parcelle 1062, 12 pins/ha), on
observe un taux d'immigration moyen de 30%, pouvant atteindre 57% pour la descendance
2004-35 Tableau 1V.8) alors que la totalité des individus de cette parcelle a été génotypée.
Les pollens migrants proviennent donc de péres situés hors des limites parcellaires, soit au
moins 200m des arbres meéres situés du centre de cette parcelle puisque les peuplements a
I'Est de cette parcelle ne sont pas sexuellement matures. Des flux de pollen a tres longue
distance ont pu étre mesurés sur le pin sylvestre a partir de peuplements isolés (4,5% de

dispersion supérieure a 30km en situation isolée, Robledo-Arnuncio et Gil, 2005).

Lorsque la densité moyenne en pins du peuplement augmente, les taux dimmigration
semblent diminuer et varient de 0 & 17% (moyenne : 5%) en situation de densité moyenne
(parcelle 1063) et de 0 a 31% (moyenne : 11%) en situation de forte densité (parcelle 1064).
Les différences observées pour le taux d'immigration entre ces deux types de peuplement
pourraient toutefois résulter de la différence des surfaces de voisinage inventoriées
exhaustivement. En effet, en zone dense (parcelle 1064), ce voisinage a été restreint aux pins
situés a moins de 100m des arbres-méres alors que le voisinage en zone de densité moyenne
(parcelle 1063) correspond a des distances de 200m. Quand on limite le voisinage
reproducteur a une distance de 100m pour tous les arbres méres de ces deux parcelles, le taux
moyen d’'immigration a densité intermédiaire atteint alors 19% (en variant de 0 jusqu’a 56%).

En raison des faibles effectifs en arbres méres dans les situations de forte et faible densité
moyenne de pins, nous n'avons pu tester si les différences observées pour le taux

d’'immigration étaient significatives.

Les taux d'immigration estimés a I'aide des 6 microsatellites chloroplastiques sont nettement
plus élevés que ceux estimés a partir des données nucléaires. En situation de faible densité
moyenne de peuplement reproducteur, ce taux est en moyenne de 74% et peut atteindre 87%.
En situation de densité moyenne ou forte, il diminue légerement mais atteint toutefois
respectivement 60% et 53%. En corrigeant les zones de voisinage a 100m pour les situations
de densité moyenne, le taux d’immigration est de 76% en moyenne et peut parfois atteindre
97%.
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6. Conclusion

Dans ce chapitre, les études de flux de pollen ont été conduites dans un contexte forestier
présentant les particularités suivantes :

- La population de reproducteurs étudiée correspond a une ressource autochtone
composée d’'arbres trés agés, a niveau de floraison et fructification relativement faibles.

- Cette population est située au coeur d’'un grand massif de pin sylvestre mais reste
toutefois isolée d’autres parcelles de méme origine génétique. Une grande majorité des
parcelles voisines sont d’origine inconnue.

- Une forte variabilité pour la densité locale de reproducteurs est observée
principalement entre les trois unités de gestion.

Les résultats observés confirment le réegime essentiellement allogame du pin sylvestre, le taux
moyen d’autofécondation estimable sur des graines viables étant trés limité. Les estimations
réalisées avec les margueurs nucléaires et chloroplastiques convergent pour souligner le tres
haut niveau de diversité génétique des nuages polliniques captés par les arbres-méres répartis
sur I'ensemble des trois parcelles. Cette diversité apparait tout a fait comparable a celle
observée dans la population d’adultes reproducteurs et ne permet pas de rejeter I'hypothese
d’un fonctionnement panmictique de cette population.

Faible différenciation des nuages polliniques et nombre efficace de péres relativement élevé
avec des contributions des différents péeres peu déséquilibrées s’accordent a supposer
I'existence d’'un important brassage du pollen des son émission, non seulement a I'échelle de
guelques arbres mais aussi a I'échelle des trois parcelles contiglies étudiées.

Les distances moyennes de dispersion estimées a 103m et 119m, respectivement avec les
marqueurs chloroplastiques et nucléaires, se révéelent Iégerement supérieures a celles estimées
dans des peuplements de pin sylvestre relativement denses, présents dans des massifs de taille
comparable (de I'ordre de 50m, Robledo-Arnuncio et al., 2004a). Ces distances moyennes
permettent de supposer la participation significative des producteurs de pollen présents sur
des unités de gestion de I'ordre de 15 a 20 ha. Ces estimations plus élevées peuvent étre en
partie expliquées par une limitation locale en pollen et en conséquence par une contribution
plus importante de pollinisateurs plus éloignés. En effet, ces arbres agés sont souvent
faiblement producteurs voire non producteurs de pollen. De plus, lorsque leur densité de
voisins est faible, cette distance moyenne de pollinisation augmente significativement. Le

taux élevé de non assignation de péres et la mise en évidence de contributions non
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négligeables de pollinisateurs situés a plus de 200m des arbres-meres montrent que la taille de
I'unité de reproduction dépasse largement celle de I'unité de gestion.

Dans le contexte particulier de la ressource autochtone Haguenau, ces résultats conduisent
nécessairement a s’interroger sur la pertinence du renouvellement de ce pool génétique par
régénération naturelle notamment lorsque le nombre et la densité d’arbres pouvant contribuer
a la reproduction sont réduits. En cas de parcelle tres isolée d’autres parcelles autochtones, un
nuage pollinigue quantitativement suffisant assurera la production de graines mais pourrait

conduire a une dilution du pool génétique autochtone (Lefevre, 2004).
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Chapitre V: Mise en régénération du peuplement

reproducteur : de la dispersion des graines a la diversité

génétigue des semis

Ce chapitre de la thése est découpé en deux sous-ensembles. Le premier est constitué d’'un
projet d’article sur la dispersion des graines dans le site expérimental de la forét d’Orléans,
soumis a publication dar=orest, Ecology and Managemehe second analyse des jeux de
données complémentaires recueillis durant la these sur le site de Haguenau avec pour objectif

d’initier une analyse génétigue de la mise en place de la jeune régénération naturelle.

1. Dispersion des graines en peuplement mélangé et influence de la
structure spatiale des reproducteurs sur la mise en place de la

régénération naturelle

1.1 Contexte général de I'article

Les processus spatiaux sont cruciaux pour déterminer la structure et la dynamique des
populations et des communautés (Tilman et Kareiva, 1997, Geritz et al., 1984; Howe and
Smallwood, 1982). Parmi ces processus spatiaux, I'étude des flux de graines, couplée a des
études biogéographiques, permet d’identifier les processus clés des histoires de recolonisation
des espéces impliquant des événements de dispersion a longue distance (Clark, 1998). Ce
processus de dispersion des graines permet de relier la fin du cycle reproducteur des adultes et
I'établissement de leurs descendants. Il exerce une influence déterminante sur la répartition
spatiale des individus de la génération suivante. Le patron de dispersion des graines, associé
aux processus de germination, de prédation des graines et des semis et de compétition entre
semis, conditionne ainsi la mise en place de la nouvelle population (Nathan et Muller-Landau,
2000). Cette nouvelle structure spatiale influencera a son tour les processus de reproduction
(flux de pollen et de graines) a l'origine de la génération suivante et donc la dynamique
globale de la population (Wang et Smith, 2002).

La dispersion de graines a longue distance est un évenement généralement rare dont les
conséquences se font toutefois sentir sur la structuration spatiale de la diversité génétique des

populations, sur la dynamique de fonctionnement en métapopulations ou sur les capacités
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invasives des espéces (Debain et al., 2007). Elle contribue en outre trés marginalement, du
moins quantitativement, a l'installation d’'une régénération naturelle lors des renouvellements
de peuplements conduits dans le cadre d’'une gestion forestiere. En revanche, les évenements
de dispersion de graines a courte distance, quantitativement plus nombreux, intéressent
directement le gestionnaire forestier confronté a la mise en place d'une population
conségquente de semis naturels lors de phases de régénération. En outre, bien que les flux de
pollen soient a la base de la diversité génétique des graines produites, ce sont les flux de
graines et le recrutement des semis qui permettent le passage d’un flux de génes potentiel a un
flux de génes réalisé. Caractériser la dispersion des graines, et notamment les événements a
courte distance, revét donc une importance considérable pour gérer les ressources génétiques

forestieres au fil des générations.

1.2 Les peuplements mélangés : un contexte particulier

Les peuplements forestiers complexes, irréguliers ou mélangés, font aujourd’hui I'objet d’'un
intérét croissant de la part des forestiers (Otto 1997). Cet intérét résulte en partie d’'une
demande sociale pour une meilleure prise en compte de la diversité intraspécifique dans la
sylviculture mais aussi de motifs sylvicoles et économiques (meilleure exploitation de
certaines situations, résistance aux aléas climatiques, diversification des produits de vente
permettant un lissage des revenus dans le temps). Dans les peuplements monospécifiques, ou
les adultes reproducteurs sont régulierement répartis (pied a pied ou par bouquets) au sein
d’'une unité de gestion, la dispersion des graines n’est pas un facteur limitant pour la mise en
régénération. Seule une production de graines limitée suite a un faible niveau de fructification
annuelle, ou une mortalité forte lors de la germination et/ou du développement des jeunes
plantules, liée a des conditions micro environnementales défavorables, peuvent conduire, une
année donnée, a l'absence ou a la rareté d’apparition de semis. Dans les peuplements
mélangés en revanche, les reproducteurs d’'une espéece donnée peuvent étre irrégulierement
répartis et en nombre parfois limité. Dans une telle situation, la taille réduite de la population
source (de pollen et de graines) peut négativement affecter la production de graines et donc la
population de semis. En outre, la répartition spatiale des individus, combinée a une dispersion
de graines éventuellement limitée, peut potentiellement limiter I'apparition de semis naturels
en tous points de la zone a régénérer. Malheureusement les données disponibles sur la mise en
place d’'une régénération naturelle en peuplements mélangés sont rares. Nous avons donc

choisi d’étudier un peuplement mixte chénes-pin sylvestre en forét domaniale d’Orléans afin
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d’identifier les déterminants importants de la production et de la dispersion des graines de pin
sylvestre susceptibles d’'affecter la mise en place d’'une régénération naturelle de pin.

L’origine historique des peuplements meélangés de chénes et de pins en plaine, I'évolution de
leur gestion forestiére et la description du site d’études en forét d’Orléans ont été décrites au

chapitre Il (Matériel et Méthodes, § 1.2), nous n'y reviendrons pas.

1.3Impacts of reproductive stand structure on spatial patterns of Scots pine

seed dispersal: consequences for forest practices.

Article soumis a Forest Ecology and Management.

Abstract:

Scots pine seed dispersal pattern was investigated over two years in a mixed oak-pine plain
forest with irregular spatial distribution of adult pines. The 7.5 ha plot under study was
relatively isolated from other Scots pine reproductive sources. To identify how seed source-
density, individual seed production and dispersal pattern could limit seed deposition, all pine
trees and seed traps were geo-referenced and seed production was evaluated jointly by a cone
abundance score and average filled seed yield per cone. Kinetics of seed deposition was
recorded thanks to periodical harvest of 120 seed traps. Spatial distribution of seed counts and
of pine reproductive characteristics were compared by Mantel autocorrelation statistics. We
used an inverse modelling technique to approach the seed dispersal curve observed in 2007.
Both years, a massive deposition of seeds in less than 20 days was observed before oak
foliation. In agreement with evaluation of seed production at tree level, a significant
difference in level of seed deposition was observed for the two successive years. Despite high
variability for individual tree seed production, high conservation of tree rank between 2007
and 2008 was recorded. A significant positive relationship between local density of
conspecific trees and average filled seed per cone was observed for both years. The positive
and significant Mantel correlations between adults distribution and seed rain suggested a
strongly leptokurtic dispersal curve with rare dispersal events over a 30-40m distance. High
similarity was observed between spatial patterns of seed deposition and local seed source
described by the number of pines in a 30m-radius neighbourhood. When this number

exceeded five trees, the risk of no seed deposition event seemed low even for low seed
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production years. The mixed composition of the studied stand did not affect Scots pine seed
dispersal pattern. Dispersal distances and seed source size which combines local pine density
and average seed production level were revealed as main limiting factors of seed deposition.
Moreover, pollen limitation suspected in isolated mixed stands participated in limitation in
seed deposition. Implications for management of natural regeneration of mixed oak-pine

stands were then discussed.

Keywords: natural regeneration, seed dispersal, spatial distribution, mixed Biand,

sylvestris tree fecundity, forest management

Introduction

In recent years, there has been an increasing interest in mixed forest stands (Gotmark et al.,
2005; Johansson, 2003; Otto, 1997) as a consequence of social demand for better
environmental consideration in forest management and expected higher resistance to extreme
climatic events or parasitic attacks (Lygis et al., 2004; Simard and Payette, 2005). Forest

managers may identify added value in such kind of stands: better use of poor sites, no clear
felling with resulting periods of bare soil and a better balance between costs and benefits.

Moreover, forest practices have greatly changed during the last decade. This is particularly

true for stand regeneration where demand for natural landscapes, multi-resource use of forests
and high cost of plantations focus European forest managers attention on natural regeneration
(Hougner et al., 2006; Hyytidinen et al., 2006).

Seed dispersal is a major process of forest population dynamics (Geritz et al., 1984; Howe
and Smallwood, 1982) andiformation about seed dispersal and recruitmentusial for
understanding genetic structure of plant populations, species coexistence and plant invasions
(reviewed in Nathan and Muller-Landau, 200dpst of studies on seed dispersal generally
focused on a description of seed dispersal curve (Gonzales-Martinez et al., 2002; Sagnard et
al., 2007; Clark et al., 1999b), in order to infer for historical expansion rates (Clark, 1998),
spread of species in open landscapes (Debain et al., 2007) or to calibrate mechanistic dispersal
models (Nathan et al.,, 2001; Schurr et al.,, 2005). Unfortunately, these discussions on
evolutive consequences of seed dispersal process have poor concrete application for current
forest management and sylvicultural practices. As an example, characterization of rare long

dispersal distance events is a real challenge in population dynamics studies (Nathan et al.,
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2008), but is of lower interest for natural regeneration success where seed requirements are

fulfilled by frequent short distance dispersal events.

Several simulation models of forest dynamics have integrated seed dispersal pattern
considering that seed rain was ubiquitous (see review in Clark, 1993; Schupp and Fuentes,
1995) and that population growth rates were limited by other life stages. As heterogeneity of
seed rain is now considered as a major determinant of natural regeneration dynamics
(Nakashizuka, 2001), these models only provide partial understanding of it. Refined statistical
methods to predict seed dispersal events (Ribbens et al., 1994; Clark et al., 1998) take in
account heterogeneous seed production and thus allow analysis of its consequences on seed
dispersal. Presence of seed at any spatial position depends on three constraints: seed source-
density, source intensity and dispersal limitation. These constraints can be described by local
density and spatial distribution of adults, individual fecundity, and seed dispersal curves
(Clark et al., 1998).

Because the objective of forest managers is seedling recruitment, other constraints such as
seed survival, germination success and seedling development have to be considered. Research
studies dealing with determinants of natural regeneration in ScotsRimes (sylvestrid..)

stands are abundant (Winsa, 19Bbuskaet al., 2008; Pardos et al., 2008) but most of these
studies focused on closed-canopy cases, where competition and presence of favourable micro
site conditions were more important than seed dispersal limitation. Spatial distribution of
reproductive trees, local seed source intensity and distance to other adult populations in the
neighbourhood could be proposed as possible causes of this limitation but their implication is

poorly documented.

Main objectives of the present study were (1) to investigate Scots pine seed dispersal pattern
in an oak-pine stand with irregular spatial distribution of adult trees, (2) to evaluate

heterogeneity of seed production at stand level and explore components of this heterogeneity
for two consecutive years and (3) to propose to forest managers field descriptors of important

determinants of seed dispersal for successful natural regeneration.

Material and methods

Study site

The 7.5 ha studied area, located in Orleans state forest (48°02'N, 02°12’E), is part of an adult
18 ha mixed oak-pine stand, included in a 13,550 ha continuous plain forest mostly composed
of broadleaves. On these poor acid and hydromorphic soils, Scots pine has been introduced
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Figure 1: Map of the study area showing the position of the 234 Pinus sylvestris trees
(triangles) and the 120 traps (circles and crosses) in 2007 (a) and 2008 (b). Circle size is
proportional to the number of filled seeds trapped. Crosses indicate empty traps. Oaks are not
represented.
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from different geographical origins during the™@entury in oak stands gaps due to ancient
overexploitation. They form aggregates with different sizes, from scattered trees to nearly one
ha clumps that correspond to a second generation since the first introduction (Ngo Bieng,
2007). The studied stand was a former coppice with standards composed of a mixture of co-
dominants white oakg)uercus sp.) and pines associated with an hornb€anpifus betulus

L.) and aspenRopulus tremula L.) coppice. Dendrometric characteristics for Scots pine were
the following: mean DBH = 46.5 cm, dominant height = 31 m. Sessile oak basal area varied

from 2.5 to 20 ffha (average = 11 #tha) according to pine density.

Natural regeneration was under process in order to maintain an oak-pine mixture. The nearest
Pinus sylvestrigeproductive source was a 25 ha pure Scots pine stand located 500 m away
from the study site. An exhaustive inventory of pines in the studied area has georeferenced
234 treesKig. 1). Pine spatial distribution was characterized by two dense and nearly pure
zones (0.7 ha each, 105-115 trees/ha) and scattered trees in a 6 ha-zone mostly composed of
oaks.

Fructification estimates

Fructifications in 2007 and 2008 have been observed by binocular on 170 trees and scaled
according to 5 classes of cone abundance. Class 0 corresponds to trees without any mature
cone when class 4 corresponds to trees bearing more than 2 cones per terminal shoot in
average in the whole crown. All 41 scattered trees were included in the sample. In dense pine
zones where observation of crown was difficult, fructifications were recorded only for trees
located in a 30 m belt around each zone edge. Because pines are co-dominants with similar
crown size, we considered cone abundance notation as good indicator of individual seed
production. However to precise filled seed yield, we harvested each year open-pollinated
progenies from 40 trees with a collection of 7 to 34 cones per tree (average = 24 cones).
Thirty trees were common to 2007 and 2008 samples. Harvested trees were representative of
cone abundance range and selected both in dense and scattered zones. Extraction of seeds of
pooled cone lots allowed estimation of average number of filled seeds per cone and rates of

filled seeds.
Seed trapping

Kinetics of seed deposition was recorded in 2007 and 2008 thanks to periodical harvest of 120
seed-traps every 5 days from early March to end of June. Data collection stopped when no

more seed was observed in seed-traps during 15 consecutive days. Each trap is a cone-shaped
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Range

Variable Description

2007 2008
N10 Number of trees in a radius of 10m 0-2 (0) 0-6 (0)
N15 Number of trees in a radius of 15m 0-4 (0) 0-13 (1)
N20 Number of trees in a radius of 20m 0-9 (0) 0-21 (2)
N30 Number of trees in a radius of 30m 0-15(1.5) 0-36 (5)
N50 Number of trees in a radius of 50m 0-40 (6) 2-80 (17)
Dmin Distance to the nearest tree (m) 0.9-58 (21) 0.4-30.3 (10)
D5 Mean distance to the 5 nearest trees (m) 10.2-72.5 (35) 4.5-52 (22)
D10 Mean distance to the 10 nearest trees (m) 15.1-83.7 (43) 8.3-63.6 (28)
D15 Mean distance to the 15 nearest trees (m) 18.6-91.5 (50) 11.1-69.9 (32)
D30 Mean distance to the 30 nearest trees (m) 26.6-115 (60) 16.5-81.1 (45)

Tablel: Characteristics of traps reproductive neighbourhoods. Between brackets the median
value. Note the difference between 2007 and 2008 with an increase for N10 to N50 values
and a decrease for Dmin to D30.
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container with a 0.25 frcircular collecting surface, placed 10 cm above the ground level to
prevent seed predation. Empty and filled seeds were counted in eachdatg) harvest.

Spatial distributions of traps covered different objectives:

- In 2007, the 120 traps were established along 5 transects starting from dense pine zones in
order to estimate long distance seed dispersal capacity of Scot&iging)( In each transect,

one trap was placed every 5 m until a distance of 50 m, considered as a threshold of effective
seed dispersal distance for several coniferous species (Camarero et al., 2005; Ribbens et al.,
1994). Then series of increasing number of traps were placed every 25 m until a distance of
150 m from the edge of pine zone. This design increased the probability to capture rare long
dispersal events.

- In 2008, distribution of traps favoured evaluation of seed dispersal capacity at short and
medium distanceRig. 1). Sixty five traps placed until a distance of 50 m from dense pine
zones, in four among five transects, were common to both years. Twelve traps completed
these four 2007 transects for distances comprised between 50 m and 100 m at 5 m intervals.
The additional 43 traps were organized within the two dense zones according to a 25 x 25 m

grid.
Characterisation of seed-trap environments

As the study plot presents high heterogeneity in pine density, seed dispersal might reflect this
spatial heterogeneity of seed source. Number of seeds collected in each trap needs to be
connected to its local reproductive neighbourhood described jointly by number of trees in a
given radius and average distance between these trees and the trap. Different neighbourhood
sizes up to a 50 m-radius have been explored and characterized by number dhbiees,

N10 to N50). Moreover, distances to a variable number of nearest neighbours have been
calculated Table 1, Dmin to D30).

Spatial distribution of seedlings

Analysis of spatial distribution of one-year old seedlings (2007 germination events) was based
on counts done in June in 84 square pbd# nt (four 1 nf-subplots) organized according to
a 25 x 25 m grid. To take into account micro-environmental heterogeneity, number of

seedlings was recorded at subplot level.
Spatial autocorrelation analysis

Analysis of autocorrelation for seed trap neighbourhood characteristics and for seed counts
was based on Mantel statisti¢c(Mantel, 1967; Legendre and Legendre, 1998), which
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measures the linear relationship between two dissimilarity mategsificance of absence

of correlationbetween the two dissimilarity matrices was tested by a 10,000-permutation test.
A multivariate Mantel correlogram (Oden and Sokal, 1986) illustrated the observed pattern of
autocorrelation along seven distance classes with balanced effectives of trap pairs (see
Legendre and Legendre, 1998 for details). We performed also partial Mantel tests (Smouse et
al., 1986) to confirm spatial autocorrelation for seed counts when neighbourhood

characteristics have been held constant.

Spatial autocorrelation for seedling counts was tested by Mantel method mentioned above in
1000 datasets obtained by random re-sampling of one subplot among the four available at
each point in the 25 x 25 m grid. We concluded to the presence of spatial autocorrelation in
seedling counts when more than 95 % of the data sets showed significant spatial
autocorrelation att = 0.05 level.

All spatial analyses were done using R 2.8.1 (R Development Core Team 2008) with

packages ‘ecodist’ (Goslee and Urban, 2007) and ‘vegan’ (Oksanen et al., 2008).

Inverse modelling of seed dispersal curve

As it seems impossible to unequivocally match dispersed seeds to maternal source trees, we
used an inverse modelling technique which simultaneously estimates fecundity and dispersal
parameters without the direct observation of individual tree seed production (Ribbens et al.,
1994; Clark et al., 1998; Jones and Muller-Landau, 2008). The expected seed deposition in
any trap is calculated as the sum of contributions from every conspecific adult tree within the
study site. Each tree’s contribution is determined by its distance from the trap and its

fecundity. Thus, the expected seed rain into a 0.26ap is :
O
Si=>Q,*f(ri)*025

i

whereT; represents the distance between theiteaml the treg Q the fecundity of the trep

and f a dispersal kernel defined as the probability of seed arrival at digfance

Fecundity (Q,), i.e the number of seeds dispersed from fheh tree, was assumed to be an
exponential function of its cone abundance sc@g @nd number of neighbours ( in)a 50

m radius:

Q =exp(b+ QE; )G,

Tree basal area, classically used in fecundity models (Camarero et al., 2005; Clark et al.,

1999b) was of no interest in this study because of non significant correlation between cone
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Cone abundance score

Year of study 2007 2008
First dispersal event 5™ April 2" April
Last dispersal event 3" June 30" May
Time (days) to trap 75% of filled seeds 11 17

Time (days) to trap 90% of filled seeds 30 35

Total number of filled seeds trapped 372 236
Total number of empty seeds trapped 233 203
Minimal number of filled seeds per trap 0 0
Maximal number of filled seeds per trap 15 13

Table 2 Timing and intensity of seed fall observed in 2007 and 2008
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Figure 2: Seed production observed at tree level in 2007 and 2008 : cone abundance score
(scale 0 to 5), number of seeds per cone, rate of filled seeds per cone (%). The dark line in

boxes represents the mean value.
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production and tree diameter. Number of neighbours was included as it is known to impact
tree seed production (Robledo-Arnuncio et al., 2004; Schurr et al., 2008).

Following the recommendations of Canham and Uriate (2006), we compared four alternative
dispersal kernels, each of which describes a two-dimensional probability density as a function
of dispersal distancewith scale parameter and shape parameter The exponential power
kernel (Ribbens et al., 1994; Clark et al., 1998), the 2Dt distribution (Clark et al., 1999b) and
the bivariate log-normal kernel (Stoyan and Wagner, 2001) are the most frequently used
dispersal kernel in inverse modelling and forest seed dispersal studies. We also tested fitting
quality of the WALD kernel, a simplification of mechanistic model for seed dispersal by wind

(Katul et al., 2005). The likelihood of the data showlBgeeds arriving in trapfor all traps
O
combined is theﬂ Pr(S|Si), using a Poisson distribution of errors.

The model which maximized the likelihood was retained as the best model. All simulations
were done using R 2.8.1 (R Development Core Team 2008) with a modification of the code
published by Schurr et al. (2008).

Results
Time-scaling of the dispersal event and characteristics of seed deposition at stand level

In 2007 and 2008, the first seed dispersal event was observed in early April (Table 2). The
duration of seed deposition process was approximately two months (60 days in 2007 and 58
days in 2008). This process could be split in two contrasted successive phases: a massive
deposition of at least 75 % of seeds in less than 20 days followed by deposition of the
remaining 25 % along a twice longer peridéifle 2). No difference was observed between

filled and empty seed dispersal kinetics. For both years, oaks foliation occurred when more
than 80 % of pine seeds were dispersed, suggesting that oaks had little influence on pine seed

dispersal patterns.

Level of seed deposition differed among studied years, with 605 seeds trapped in 2007 and
439 in 2008. For the 65 traps common to both years this decrease was confirmed and
significant rank correlation was observed between filled seeds trapped the two years (rho =
0.40, p-value < 0.01). For both years, the number of filled seeds varied substantially among
traps Fig.1). Among the 26 traps located at more than 100m from the edge of the nearest

dense zone, 13 were empty and 11 had only one seed. The maximum number of seeds
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Figure 3: Relationship between local density of pines around trees collected in 2007 (white

circles) and 2008 (solid circles) and rate of filled seeds in corresponding progenies. Pearson

correlations were respectively 0.68 (p-value<0.001) and 0.55 (p-value<0.001) for 2007 and

2008

Dmin D5 D15 N15 N30 N50
Geographical 2007  0.258"** [21]  0.341***[35]  0.346"* [43] 0.129"**[0]  0.24***[1.5]  0.239*** [6]
Geographical 2008  0.04 (n.s) [10] 0.143***[22]  0.133**[28] 0.239**[1]  0.249**[5]  0.217*** [17]
Filled seeds 2007 0.132+ 0.307+ 0.41%* 0.273*** 0.434*** 0.39%**
Filled seeds 2008  0.018 (n.s)  0.09* 0.106** 0.18** 0.3*** 0.27**

Table3: Mantel correlations coefficients (r) for distance matrices pair comparisons (n.s, not

significant). Distance matrices are calculated for geographical position, characteristics of

reproductive neighbourhood and filled seed abundance for 2007 and 2008. The values

between square brackets indicate the median value of reproductive neighbourhood

characteristics.
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harvested in a trap was 13 in 2008 and 15 in 2007, suggesting a maximum seed rain of 52-60
seeds/m The rate of cumulated empty seeds per trap was quite constant between years,
reaching 38.5 % in 2007 and 46.2 % in 2008.

Components of seed production variability at tree level

Seed production was evaluated at individual tree level thanks to three complementary
descriptors: cone abundance, average number of seeds per cone and average rate of filled
seeds per cone. Significant difference between average annual performances was observed
only for cone abundance (Wilcoxon test, p.value < 0.001). However for all the descriptors
variation at tree level was very high but contrasted between yagr). In 2007 the higher
variability for cone abundance and average number of seeds per cone was explained by more
trees with high individual performances. Moreover in 2008 variation of rate of filled seeds per
cone increased because of significant number of trees with very low performance. High
conservation of tree rank was recorded for the three components of seed production: cone
abundance (rho = 0.35, p-value < 0.01), average number of seeds per cone (rho = 0.46, p-
value < 0.01) and rate of filled seeds per cone (rho = 0.69, p-value < 0.001). For both years,
we observed a significant positive relationship at tree level between local density of
conspecific trees and average rate of filled seed per €ope3j. Thus, a tree surrounded by

a high number of neighbours tended to produce more filled seeds than an isolated one.

Spatial autocorrelation of seed deposition
The geographical distances between two traps and the dissimilarity of their respective

neighbourhood characteristics showed significant positive spatial autocorrelkdiole (),
validating that established transects reflected gradients for seed source size. In 2007, spatial
distribution of traps explored mainly variation for distance to seed source (D5 to D30) when
in 2008, the new distribution of traps outlined contrasts of seed source size (N10 to N50)
between dense pine zones and zones mostly composed of oaks.

The dissimilarity of number of filled seeds collected in two different traps and geographical
distances between these two traps were significantly correlated for both year8.30, p-

value < 0.01 andy= 0.22, p-value < 0.001, for 2007 and 2008 respectively), indicating that
level of seed deposition showed a significant spatial structure. In 2008, no significant spatial
autocorrelation ¢ = -0.02, n.s.) was detected when the analysis was restricted to the 43 traps
distributed in dense pine zones. The corresponding Mantel correlogragmsl)(indicated

positive spatial autocorrelations among the smallest distance classes and negative
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Figure 4. Mantel correlograms for spatial autocorrelation in filled seed abundance in 2007
(solid line) and 2008 (dashed line). Dark circles indicate correlation between abundance

dissimilarity and geographical distance, significant at0.05 level.

Cross-matrix comparison Controlled effect Year

2007 2008
Seed abundance vs. Geographical D15 0.16*** 0.13***
Seed abundance vs. Geographical N30 0.12*** 0.11(n.s)

Table4: Partial Mantel correlations (y for cross-matrix comparisons when effects of D15

and N30 are controlled (n.s, not significant).
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autocorrelation among the largest classes. High similarity of filled seed counts was observed
for traps 30 m to 50 m apart. On the opposite, filled seed counts showed significant

dissimilarities when distance between traps exceeded 80 m. Empty seed deposition exhibited
a similar spatial pattern to filled seed deposition, thus further analyses have focused on filled

seed deposition which determines natural regeneration success.

Correlations between dissimilarities calculated respectively on filled seed counts and trap
neighbourhood characteristics varied with the size of neighbourhtetale( 3). For both

years, highest similarity between spatial patterns of seed deposition and numbers of pines in a
given radius (N5 to N50) was observed for neighbourhoods over 30 m-radius. Such
neighbourhoods corresponded to multiple tree seed sources when neighbourhood defined by
lower radius were most often limited to O to one single tree. Similarity between spatial
patterns of seed deposition and average distance to a given number of trees (Dmin to D30)
reached about the same level of 0.3 only in 2007 when average distance to the seed sources
was over 30 m. When the effect of spatial pattern of neighbourhood characteristics (D15 and
N30) was controlled, partial Mantel correlations between filled seed deposition and distance

between traps similarities decreased strongible 4).
Seed dispersal pattern and its relationship with neighbourhood characteristics

Inverse modelling approach was conducted only for 2007 seed deposition as 2008 was a poor
seed production year with 30% of traps with no filled seed. No significant difference for
quality of fit was observed between the four tested models (likelihood range from -219.6 to -
225.8; f range from 0.59 to 0.61), as suspected from Greene and Calogeropoulos (2002). As
mechanistic models for wind dispersed propagules demonstrate best fit for LogNormal model
(Greene and Johnson, 1989), effect of varying number of trees in a 30 m-radius
neighbourhood on seed dispersal pattern was illustrated using this dispersal kernel and three
pine density values representative of the range observed in thes@ng).(Even with same

cone abundance score, individual trees surrounded by different amount of conspecific
neighbours could disperse different amount of seeds. Moreover even in most favourable seed
production scenarios, dispersal events became too rare over 30-40 m to allow natural

regeneration Success.

Filled seeds counts in the 65 traps common to both years were significantly correlated to local
reproductive neighbourhood described either by NRB§. €) or D15 (Spearman rank
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correlation: rho=-0.65, p-value < 0.001 for 2007; rho=-0.61 , p-value < 0.01 for 2008). These
relationships also reflected annual variation in seed production. Annual difference in filled
seeds counts was particularly clear when the number of trees in a 30 m-radius exceeded five.
Under this threshold, high individual variation for cone abundance and anisotropic dispersal
process could strongly affect observed seed deposition, especially for favourable seed
production years. Moreover trap neighbourhoods which exceed five trees seemed to minimize

the risk of empty trap events even for low seed production years.
Spatial distribution of seedlings

In 2007 number of seedlings observed per square meter (subplot) ranged from 0 to 25 with
8.5 % of plots without any seedling. Plots with high density of seedlings were concentrated
under and at vicinity of the two dense pine zokég. (7). Seedling abundance showed a clear
spatial autocorrelation (averagg=0.15, p-value < 0.01) with positive correlation among the
smallest distance classes until 50 m. Seedlings counts at trap position were generally lower
than seed counts even if in controlled conditions germination rate were higher than 90 % for
the different progeny lots collected in the study site (data not shown). Moreover number of
seedlings varied greatly for even high number of seeds because of micro environmental

variations.
Discussion

Scots pine seed dispersal pattern in a mixed stand

Temporal pattern of seed fall in a Scots pine — oak mixed stand at low elevation confirms
massive deposition in a short period observed in Scandinavian pure stands (Hannerz et al.,
2002). Date of first dispersal events seems to be determined by maximum daily temperatures
exceeding 15-20 °C (Hannerz et al., 2002; Kerr e2@D8) when duration of seed deposition
process is correlated both to rainfall events and cumulative daily temperatures as suggested by
climatic data collected near our study site. As determinants of seed dispersal phenology,
variation in climatic conditions can explain observed variations among sites and years: from
March to May, with massive deposition occurring along few (3 to 4) weeks (Hannerz et al.,
2002).

In our study, the positive and significant Mantel correlations between adults distribution
variables and seed rain suggest a strongly leptokurtic dispersal curve with few dispersal
events at long distance (Clark et al., 1998). This pattern is currently observed in wind-

dispersed conifer species with a mean dispersal distance generally ranking from 10 to 50 m:
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Pinus sylvestrid.. (Guittet and Laberche, 1974Abies albaMill. (Sagnard et al., 2007),
Pinus rigidaMill. (Clark et al., 1998), Pinus halependisll. (Nathan et al., 2000), Pinus

strobusL. (Ribbens et al., 1994). Despite perturbation of seedling development by micro-
environmental variations and secondary dispersers, observed seedling spatial distribution
reflects the sum of contribution of individual trees to seed dispersal. As in our study, seed
dispersal distance estimated either by seed trapping or analysis of seedling spatial distribution
meet similar 10-15 m range for most frequent dispersal distance (Gonzales-Martinez et al.,
2002; Yazdani et al., 1989). Moreover, the mixed composition of the studied stand did not
affect seed dispersal pattern probably as seed release occurred before oak foliation. Absence
of physical barrier to seed dispersal in mixed stands needs confirmation with other Scots pine
accompanying species such as silverAiiés albaMill .) or Norway spruceRicea abiedL.]

Karst).

Sources of seed dispersal limitation in a patchy-structured pine-oak forest
For pioneer species such as Scots pine, seed production is a crucial aspect of population

dynamics. Reproductive capacity at stand level is often estimated through cone abundance
observations (Karlsson, 2000; Goubitz et al., 2004; Debain et al., 2003) and rarely precised
by filled seed yield which more closely determines potential of natural regeneration (Debain
et al., 2007; Hilli et al., 2008). In our study the observed average rate of filled seeds per cone
was rather low (55 % in 2007 and 58 % in 2008) and similar to those observed in another
partially isolated mixed stand located in the same forest (60 %, data not shown). Moreover
this rate proved to be sensitive to local pine density with value decreasing up to 20 % in low
density pine zone (Fig. 3). Observed values of rate of filled seeds per cone are generally
higher in large and pure Scots pine stands growing in favourable ecological conditions,
varying from 68 % to 98 % (Palowski, 2000; Castro et al., 1999; Karlsson and Orlander,
2000). These results suggest that in a stand located within a huge pine forest, pollen
production is large enough to saturate female strobili. Lower values observed in isolated
mixed stanctan express combined effects of higher selfing @agkainen and Savolainen,

1993; Robledo-Arnuncio et al., 2004) and pollen limitation (Sarvas, 1962)

Comparison of spatial structure at stand level for both adult pines and seed abundance in traps
illustrated the importance of reproductive trees distribution in seeds and seedlings recruitment
(Table 3). Counts of seeds trapped and seedlings at a given point were mostly influenced by
their vicinity to the two dense pine zones (Fig. 1). This study was not designed to measure the

amount of annual seed fall at stand level. However the maximum (52-60 S@eastm
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average seed rain (12 seedd/observed in these dense zones (105-115 trees/ha) are in good
agreement with those observed in pure Pinus sylvessamsls (60-84 trees/ha) in central

Sweden ranking from 2 to 63 seeds per square meter (Karlsson and Orlander, 2000).

Moreover dense pine zones are characterized by an homogeneous tree distribution, lack of
spatial structure in tree cone production and in seed deposition. As a consequence, seed
source intensity at any given point could be considered as homogeneous and defined as the
average seed production of a minimum of 5 neighbouring {segplemental Figurel).In

such dense adult zones, possible origin of seed limitation can be found in stand age and
annual variation for seed production such as in 2008 in our study (Karlsson and Orlander,

2000; Hilli et al., 2008).

For low pine density zones characterized by a 30 m-radius neighbourhood size below 5 trees,
risk of low seed deposition event (0O or 1 seed per trap) became too high to allow natural
regeneration success for a given year (2007: 54 %; 2008: 77 %). Because of the strong annual
variability of such rare dispersal events, the time required to reach a sufficient amount of
seedlings in low dense pine zones will be probably incompatible with management strategies
(Greene and Johnson, 1995; Nathan et al., 2000). Seed source sizes and dispersal distances are
cited as main limiting factors of seed deposition (Clark et al., 1999a). Considering
neighbourhoods composed of less than 5 adult trees, gaps between few individual seed rains
are expected due to short seed dispersal distance. Resulting fine scale genetic structures of
seedlings have been reported for different wind-dispersed conifers (Scotti et al., 2008;
Gonzalez-Martinez et al., 2002). Moreover high individual variability for components of seed
production (Debain et al., 2003) and reduced possibility to buffer it at low tree density would
affect both average and variation of local seed source size. This inter-annual variability of
Scots pine seed production can be attributed both to climatic and maternal determinants and
their interactions (McNeil, 1954). Cone and seed production capacities are known to be under
strong genetic control (Prescher et al., 2007). Difference between good and bad seed
producers tends to increase for favourable years to seed crop (Debain et al., 2003). Limitation
in local seed source size could not be balanced by significant contribution from dense pine
zones when these zones are located at a distance over 50-60 m (Fig. 1). These original results
correspond to a case study representative of only one of the four classes defined for the mixed
oak-pine stands of Orleans plain forest area (Ngo Bieng et al., 2006). Few references

document the evaluation of impact of pine spatial distribution on seedling recruitment in

111






Chapitre V : Dispersion des graines et régénération naturelle

mixed stands (Paluch and Bartkowicz, 2004) and this subject would require further detailed

investigation with different oak-pine mixture scenarios.
Implication of seed dispersal determinants for current management of mixed stands

The present study has identified several main determinants of seed dispersal for successful
natural regeneration in mixed oak-pine stands. As managing mixed stands is poorly

documented as compared to monoculture knowledge (Agestam et al., 2005), field descriptors
of seed dispersal determinants are needed to help current management along a sylvicultural

cycle.

Level of seed pool gquantitatively impacts the success of natural regeneration. For a given
management unit, weak relative contribution of neighbouring pine management units is
expected because of limited seed dispersal capacity. Significant seed immigration is limited to
a nearly 50 m belt and its relative importance depends on size and shape of the stand to
regenerate. Within a given unit, seed production may be reduced by pollen limitation,
especially for isolated stands which do not benefit from significant external pollen
contributions. Within forests composed of mosaics of stands from different origins, low
quantitative external gene contribution from pollen or seeds can however have high genetic

consequences on target gene pool (see review in Lefevre, 2004) .

Within an isolated stand, individual seed production capacity is influenced by local
neighbourhood. Because of high individual variability in seed production capacity, natural
regeneration should be avoided in mixed stands where pines are only represented by scattered
trees. In such stands, the only way to maintain at stand level a mixture of species for the next
generation should be to plant or to sow extra pine material. On the other hand, when pines
have a clumped spatial structure with an homogeneous local neighbourhood, the success of
natural regeneration will mainly be affected by high inter annual variability for seed
production. Evaluation of annual cone production by binocular observation of several groups
of trees sampled within the stand is relevant to optimize this sylvicultural choice and should
be carried out before planning any release cutting. In favourable years, selection of mother
trees in shelterwood or seed tree systems should combine both individual reproductive
capacity such as crown size and cone abundance and phenotypic value for traits of economic
interest. At management unit scale, a clumped spatial structure of pines should increase the

mating success of a relatively small number of intraclump pollen donors (Robledo-Arnuncio
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and Austerlitz, 2006). Compared to a random distribution of trees, clumping will induce a
decrease in the effective number of pollen donors that contribute to the diversity of seed pool.

In mixed stands managed under shelterwood or seed tree systems, decision about location of
future pine regeneration zones is constrained by limited seed dispersal capacity. Under such
limitation, most of natural regeneration patches will occur at less than 50 m around dense pine
clumps. Field managers will have the possibility to favour establishment of regeneration
patches according to two different spatial patterns: 1) adjacent clear cuttings around each
adult clump will lead to a continuous ring of seedlings; 2) a distinct sylvicultural choice to
limit enlargement of pine zones from one generation to another will consist in concentrating
pine regeneration in only few adjacent patches. When distance between pine clumps limit
interclump gene flows and as seed dispersal is limited, one should suspect lack of diversity
and establishment of spatial genetic structure within seedling zones (Robledo-Arnuncio and
Austerlitz, 2006; Takahashi et al., 2000). Such phenomena might favour biparental inbreeding
along successive cycles of natural regeneration. One solution to limit them should be the
introduction of less inbred reproductive material by planting or direct sowing. In our case
study genetic basis of the initial pine introduction is unknown and should be evaluated in

order to avoid any supplementary genetic risk.

Once regeneration design has been chosen, negative influence of micro environmental
conditions on seed germination should be reduced as far as possible to increase seedling
density. Under storey vegetation control and seedbed preparation have proved to have a
positive effect on seedling establishment (Winsa, 1995; Beland et al., 2000; Lee et al., 2004)
and are highly recommended. Because the best conditions for natural regeneration occur if
scarification is realized shortly before an abundant seed-fall (Karlsson and Orlander, 2000),
site preparation should be planned during late March in our plain conditions to avoid any

weed development before the massive seed dispersal event.

When viable pine saplings and accompanying species start developing in mixed stands,
technical decisions such as species composition and individual selections along successive
thinnings will affect spatial structure of the future adult population. Hence these decisions
should favor pine aggregates to ensure the success of the next natural regeneration cycle
(Paluch and Bartkowicz, 2004). Artificial creation of additional pine patches by enrichment
planting or sowing with appropriate material might improve simultaneously spatial structure

of the mixed stand and the genetic diversity and the adaptation of the pine population.
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2. Etude de la structure génétiqgue d’'une jeune régénération naturelle

dans le site de Haguenau.

2.1 Objectifs de I'étude

La connaissance des patrons de dispersion des graines représente un premier volet dans
I'étude de la dynamique des populations. Toutefois, étant donné I'importance des facteurs
génétiques sur la survie et la croissance des individus (Morgante et al., 1997 ; Kuittinen et al.,
1991 ; Muona et al.,, 1997 ; Ledig, 1998), il s’avere également important de connaitre la
composition génétique de la régénération. Une meilleure connaissance du niveau moyen de
diversité permet de mettre en évidence une éventuelle dérive génétique pouvant elle-méme
conduire a une augmentation du niveau de consanguinité et une diminution des performances
de croissance et de reproduction (Karkkainen et Savolainen, 1993). De méme, la structure
génétique spatiale du peuplement reproducteur de la génération n+1 peut étre fortement
influencée par celle des semis qui en sont a l'origine, elle-méme dépendante de celle du

peuplement semencier (la génération n) qui leur ont donné naissance (Knowles et al., 1992).

La plupart des études ayant comparé peuplement adulte et régénération visent généralement a
vérifier si la diversité génétique de la régénération naturelle refléete celle du peuplement
reproducteur (régime panmictique) et a évaluer l'influence des modes de régénération (coupes
rases, par trouées, éclaircies progressives) sur la diversité génétique (El-Kassaby et Jaquish,
1996 ; Adams et al., 1997 ; Glaubitz et al., 2003 ; Rajora et Pluhar, 2003). Par exemple Neale
(1985) et Adams et al (1998) ont montré que les coupes d’ensemencement a trés faible densité
(15-30 individus/ha) ou par petites troués (0,2 ha) avaient peu d’influence sur la diversité
génétique neutre de la régénération obtenue. Cette comparaison parents-descendants ne doit
étre extrapolée a un suivi de diversité génétique entre générations d’individus reproducteurs.
En effet, plusieurs études ont déja montré que la diversité génétique évoluait au cours de la
vie du peuplement avec notamment un déficit d’hétérozygotie observée dans les tous premiers
stades sur de jeunes semis et un déficit non significatif voir un exces d’hétérozygotie chez les
individus adultes (Yazdani et al., 1985). Donc rien n’indique que le peuplement semencier
issu de cette régénération aura les mémes caractéristiques de diversité génétique (niveau et
structuration) que celles du peuplement adulte d’origine. Il faudrait donc, en toute rigueur,
comparer les générations au méme stade d'age, ce qui, compte tenu de la longueur de celles-ci

chez les arbres forestiers, n'est guéere envisageable. Dans les études disponibles souvent
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Objectifs Age des semig Type d’échantillonnage Unité de surface échantillonnée
étudiés

Structuration spatiale de lan exhaustif Plots AB,C,D: 548 x 1fm
diversite genetique | 5 exhaustif Plot E : 18
évaluée sur de jeunes
Suivi démographique de laDe n & n+4 | exhaustif Plots A,B,C,D: 5a7 x 1m
diversité génétique 2003 tous les ans
2006

Tableau V.1: Récapitulatif du matériel végétal utilisé dans les études du chapitre V sur le
site de Haguenau. Pour plus de détails, se référer au chapitre Il

Plot Locus N A Ae Ho He Loiselle Fis
SPAG 714 65 29 17,9 0,77 0,94 - 0,19 el
SPAC 125 65 21 10,7 0,83 0,91 - 0,08 el
A ctg 4363 65 12 4,0 0,58 0,75 - 0,22 e
Pttx3025 64 12 2,8 0,63 0,64 - 0,02 el
Estimation multilocus 0,008 0,13 ok
SPAG 714 59 26 16,0 0,83 0,94 - 0,11 el
SPAC 125 59 26 13,9 0,95 0,93 - -0,02 n.s
B ctg 4363 59 14 5,1 0,71 0,80 - 0,12 e
Pttx3025 59 7 2,5 0,59 0,60 - 0,02 n.s
Estimation multilocus 0,004 0,06 **
SPAG 714 65 28 17,5 0,72 0,94 - 0,23 el
SPAC 125 65 21 11,3 0,91 0,91 - 0,00 n.s
C ctg 4363 65 15 52 0,62 0,81 - 0,24 bl
Pttx3025 61 7 2,3 0,64 0,56 - -0,14 n.s
Estimation multilocus 0,003 0,08 n.s
SPAG 714 60 26 18,9 0,68 0,95 - 0,28 el
SPAC 125 60 22 11,8 0,95 0,92 - -0,04 n.s
D ctg 4363 60 10 3,8 0,68 0,74 - 0,08 >
Pttx3025 48 7 2,3 0,58 0,56 - -0,05 n.s
Estimation multilocus 0,004 0,07 **
SPAG 714 244 33 20,5 0,76 0,95 - 0,20 el
Ensemble SPAC 125 248 30 13,1 0,91 0,92 - 0,01 e
des plots A ctg 4363 229 19 4,2 0,70 0,76 - 0,07 n.s
abD Pttx3025 232 14 2,5 0,61 0,60 - -0,03 n.s
Estimation multilocus 0,003 0,07 ek
SPAG 714 49 24 15,3 0,86 0,93 - 0,08 n.s
SPAC 125 49 19 14,3 0,90 0,93 - 0,03 n.s
Plot E ctg 4363 49 12 4,5 0,65 0,78 - 0,16 bl
Pttx3025 - - - - - - -
Estimation multilocus 0,009 0,09 n.s
SPAG 714 456 35 19,6 0,86 0,95 0,09 ns
SPAC 125 456 43 14,1 0,92 0,93 0,01 ns
Pop Adulte ctg 4363 456 33 3,8 0,69 0,74 0,06 *
Pttx 3025 426 17 2,3 0,52 0,56 0,06 n.s
Estimation multilocus - 0,05 ns

Tableau V.2: Parametres de diversité génétigue estimés a laide de 4 marqueurs
microsatellites nucléaires dans 5 échantillons exhaustifs de semis de pin sylvestre sur le site
de Haguenau. Dans les plots A, B, C et D, tous les semis sont issus d’'une dispersion de
graines réalisée en 2003. Dans le plot E, tous les semis sont issus d’'une dispersion de graines
réalisée en 2000.

N, nombre d’individus génotypés; A, nombre d’alleles observés ; Ae, nombre d'alléles
efficaces ; Ho, hétérozygotie observée ; He, hétérozygotie attendue ; Loiselle, coefficient
moyen d’apparentement de Loiselle a I'ensemble des loci ; Fis, déficit en hétérozygote estimé
(test d’égalité a 0, **p < 0,01 ; ***p < 0,001 ; n.s non significatif).
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réalisées sur des semis, il est souvent difficile de dissocier les effets de la dispersion initiale
de graines, I'établissement des jeunes semis et I'évolution démographique de la population

sur plusieurs années.

Nous avons voulu profiter dans cette thése du suivi temporel sur le site de Haguenau de
différentes cohortes annuelles de régénération naturelle en plusieurs points d’échantillonnage.
Ces études ont permis d’une part, d’évaluer le niveau de diversité génétique chez des jeunes
semis de quelques semaines ou quelgues mois, et d’autre part d’estimer le niveau de

différentiation génétique entre différentes zones de régénération au sein d’'une méme parcelle.

L’analyse de la capacité de dispersion des graines a partir d'analyse de maternité sur semis
permet de décrire la dispersion efficace des graines (qui se traduit pour un gestionnaire par la
mise en place d’'une régénération) et la diversité génétique de la nouvelle population de semis
(Gonzales-Martinez et al., 2004). Bien que plus difficiles & mettre en ceuvre que les analyses
de paternité puisque aucun des deux parents n’est connu, les analyses de maternité apportent
toutefois des informations importantes sur le nombre de meéres qui participent a la
régénération mais aussi sur les composantes du succes reproducteur femelle (Gonzales-
Martinez et al., 2006). Ces études sont donc complémentaires de I'analyse par piégeage de
graines qui permet de caractériser la dispersion potentielle des semences. Nous avons profité
du fait que les points d’échantillonnage de régénération naturelles sont tous situés en zone
d’'inventaire et génotypage exhaustifs des arbres adultes, pour conduire des analyses de

parenté sur ces jeunes semis.

Le tableau V.1 présente un récapitulatif du matériel végétal échantillonné sur le site de
Haguenau pour répondre aux différents objectifs de ces études complémentaires.

L’estimation de la diversité génétique repose sur le génotypage de I'ensemble des individus
échantillonnés a l'aide des 4 microsatellites nucléaires et des 6 microsatellites
chloroplastiques utilisés pour la caractérisation de la population adulte et présentés dans le
chapitre 1l. Les résultats obtenus sont discutés au regard des informations obtenues dans les
chapitres précédents sur la structure du peuplement reproducteur et sur la dispersion du pollen

et des graines.
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% haplotype de la

Plot N Nh population adulte
A 62 43 21
B 53 39 19
C 61 39 19
D 40 34 17
Total 216 96 47

Tableau V.3: Nombre d’haplotypes définis par 6 microsatellites chloroplastiques et observés

dans 4 échantillons exhaustifs de semis de pin sylvestre agés de moins d’un an et pourcentage

de la population d’haplotypes observés dans la population d’arbres adultes du méme site.

06 07

0.5

Fréquence
0.4

02 03
|

0.1

0.0

Plots A a D (n=216)

Nombre de copies de I'haplotype

Figure V.1 : Distribution de la fréquence des haplotypes obtenus a l'aide de 6 microsatellites

chloroplastiques dans les 4 plots de régénération correspondant a I'événement de dispersion

de graines de 2003. Les différents haplotypes obtenus sont regroupés en fonction de leur

représentation dans la population de semis étudiée.
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2.2 Diversité génétique chez de jeunes semis de pin sylvestre issus d’'un méme

évenement de dispersion

Le niveau de diversité génétique (A, Ae) pour 4 microsatellites nucléaires et le niveau
d’hétérozygotie observé au sein de jeunes semis issus d’une dispersion de graines 2003 et
échantillonnés dans 4 zones différentes du site d’étude sont comparables a ceux observés dans
la population d’adultes reproducteui@bleau V.2). Il est a noter que ce niveau de diversité
est lui-méme trés élevé a l'intérieur de chacune de ces 4 zones couvrant des superficies
inférieures & 20-30 frpuisque plus de 80% des alléles efficaces ont pu étre retrouvés dans ces
zones d’une surface couvrant au maximum %8 linest a noter I'existence d'un seul alléle
privé au locus SPAG7.14, alléle non identifié dans la population adulte génotypée et présent
dans les semis les plus agés. La diversité génétique de ces jeunes semis agés de moins d’'un an
au moment de I'échantillonnage est comparable également a celle observée sur une unité de
surface équivalente dans des semis plus agés de trois années (évenement de dispersion de
graines 2000). Aucune différentiation génétique des différentes zones de régénération
étudiées (plot A a E) n'a pu étre mise en évidence. De tres faibles valeurs de coefficient
d’apparentement de Loiselle sont observées a tous les points d’échantillonnage. Ces résultats
suggerent l'existence d'un fort brassage génétique a une échelle spatiale fine de la
régénération. Si un déficit significatif d'individus hétérozygotes (Fis) est observé dans 3 des 4
groupes de semis agés de moins d’un an, aucun déficit d’hétérozygotes significatif n’a été mis
en évidence dans la zone de semis agés de 3 ans.

L’'analyse de la diversité en haplotypes définis par 6 microsatellites chloroplastiques
montre qu’un nombre élevé de péres (au moins 96) sont a l'origine des 216 jeunes semis de
moins d’'un an échantillonnés dans les 4 zones différentes du site d'Ealndea( V.3). Les
haplotypes identifiés représentent cependant moins de 50% des haplotypes rencontrés dans la
population adulte. Si 70% des haplotypes ne sont représentés que par un seul semis, certains
d’entre eux se révelent particulierement fréquents dans la population de Bigmis .1,

Tableau V.4). Il faut noter que les haplotypes les plus fréquents dans la population de jeunes
semis ne sont pas tous des haplotypes tres fréquents dans la population adulte. Par ailleurs, on
peut noter pour certains d’entre eux, une identification groupée dans une des 4 zones de
régénération échantillonnées sans pour autant pouvoir parler de différentiation des 4 zones

pour ces marqueurs a hérédité paternelle.

Les niveaux de diversité génétigue mesurés dans des échantillons de jeunes semis issus de

régénération naturelle a l'aide de marqueurs nucléaires et chloroplastiques sont éleves.
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Code Population

Plots AaD Plot A Plot B Plot C Plot D

haplotype adulte

104 11 12 2 4 5 0
103 8 10 4 1 2 1
54 8 4 1 3 2 2
108 7 3 5 1 0 1
134 7 10 0 2 3 2
129 6 2 1 0 1 4
47 6 5 2 3 0 1
158 5 10 1 1 3 0
33 5 5 1 1 2 2
146 5 5 3 2 0 0
96 5 3 1 2 1 1
85 5 1 1 0 3 1
107 5 8 0 1 0 4

Tableau V.4: Liste des haplotypes définis par 6 microsatellites chloroplastiques les plus
fréquents dans les 4 échantillons exhaustifs de semis de pin sylvestre agés de moins d’un an et

fréquence de ces haplotypes dans la population d’arbres adultes du méme site.
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Aucune différenciation génétique significative entre zones de régénération au sein des
parcelles 1063 et 1064 n'a pu étre mise en évidence mettant en évidence un important
brassage génétique a une échelle relativement fine. Les résultats des comparaisons entre la
population de reproducteurs présents sur la parcelle et les semis naturels obtenus au cours
d’'un événement de dispersion de graines sont a rapprocher de ceux d’Adams et al. (1997) ou
Glaubitz et al. (2003) qui n'observaient eux non plus pas de différence entre générations.
Chez plusieurs espéces résineuses, le nombre de reproducteurs participant a une régénération
naturelle de niveau satisfaisant comme celle observée en 2003 semble donc élevé (Gonzalez-
Martinez et al., 2006), et permet le maintien de la diversité génétique de la population parente.
La forte diversité d’haplotypes construits sur les marqueurs a hérédité paternelle confirme les
résultats observés sur les descendances maternelles dans le chapitre IV a savoir la
contribution de tres nombreux péres a la régénération. Le trés faible apparentement (Fij
Loiselle) entre semis au sein de chacun des plots suggéere de faibles différences de succes
reproducteur des meres qui participent & la production de semis et un nombre élevé de méres
a l'origine des semis présents sur une surface restreinte. Ce résultat est en contradiction avec
ceux observés sur d’autres especes de pins ou I'on observe généralement que plus de 50% des
semis sont produits par un nombre restreint de méres (Gonzalez-Martinez et al., 2006 ;
Hedrick, 2005). Cette différence peut s’expliquer a Haguenau par la relativement forte densité
d’individus reproducteurs a proximité des plots de régénération (Schnabel et al. 1998 ;
Hedrick 2005). En situation de faible densité de semenciers en revanche, on s’attend a ce que
seul un nombre restreint d’individus participent au pool de graines a lorigine de la
régénération, engendrant ainsi une structure génétique spatiale et un fort apparentement au
sein des taches de régénération (Rousset, 2004; Vekemans et Hardy, 2004). La plus grande
homogénéité de contribution des différentes meres sur le site de Haguenau pourrait également
s’expliquer par des capacités de production de graines globalement réduites chez ces pins trés
agés (>140-160 ans). Les différences observées entre individus pour la production de cones et
de graines deviendraient alors trop faibles pour pouvoir mettre en évidence des contributions

différentielles des différents semenciers.

Bien que le déficit en hétérozygotes ne soit pas significatif dans les lots de graines récoltés
sur les arbres-meres, il apparait hautement significatif dans 3 des 4 groupes de jeunes semis
de un an échantillonnés en 2003. Chez de nombreuses espéces forestieres, le déficit en
hétérozygotes mesuré par le Fis, a tendance a décroitre peu a peu entre le stade graines et le

stade adulte reproducteur (Marquardt et Epperson, 2004 ; Jones et al., 2006 ; Farris et Mitton,
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Figure V.2: Contributions annuelles a la régénération naturelle dans les quatre plots de
régénération définis en 2003 et correspondant & 5 a 8 carrés’dmarlpiot. Les boites a

pattes ont été élaborées & partir de données observées par carf§siet bm total 26 carrés

de 1nd).
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1984). Cette élimination préférentielle des individus homozygotes s’expliquerait par une
dépression de consanguinité éliminant des individus issus de croisement entre apparentés
(Yazdani et al., 1985). Il est toutefois important de noter que dans cette étude, le déficit n’est
pas significatif au stade graines mais uniquement au stade semis. Ce déficit ne peut étre
expliqué par la présence d’alléles nuls, car les analyses en descendances maternelles n’ont
détecté aucune distorsion de ségrégation des alléles. De plus, le contrdle expérimental de
I’lhomogénéité en age des différents semis conduit a rejeter 'hypothése d’'un éventuel effet
Wahlund du fait de I'échantillonnage de plusieurs générations de semis de composition
génétique différente. La troisieme origine possible a ce déficit reste donc I'hypothése de semis
issus de croisements entre individus apparentés (Ueno et al., 2006 ; Marquart et al., 2007),
croisements favorisés par la présence d’'une structuration spatiale de la diversité dans les

parties les plus denses de la parcelle.

2.3Evolution démographique et génétigue de jeunes semis issus de

régénération naturelle entre 1 et 4 ans

Au cours des 4 années de suivi démographique réalisé de fagon exhaustive sur les surfaces
représentant les plots A a D (2003 a 2006), nous avons pu observer que la tres grande majorité
des semis des plots de régénération étaient issus d’une seule année de dispersion de graines en
'occurrence I'année 2003Figure V.2). Dans ce site expérimental ou la fructification
d’'arbres trés agés est relativement faible, les autres années de fructification ne contribuent
plus de maniere quantitative au recrutement de jeunes semis. D’un point de vue qualitatif, il
nous a été impossible de comparer les niveaux de diversité génétique apportée par chacune de
ces contributions annuelles en raison des effectifs disponibles.

La contribution prépondérante d’'une année de dispersion de graines a la régénération
naturelle observée sur e site de Haguenau peut étre expliquée par le phénoméne de ‘masting’
(i.e l'alternance de bonnes et de mauvaises années de fructification) couramment observé chez
les arbres forestiers (Kelly et Sork, 2002). La fructification de I'année 2003, a relier a la

floraison de I'année 2001, semble donc avoir été particulierement élevée. Malheureusement
nous ne possédons pas d'observation de floraison en 2001. Ce résultat souligne I'importance
du choix de I'année de mise en régénération car une année de bonne fructification permet
d’acquérir une régénération quantitativement importante sans avoir a attendre le cumul des
contributions de plusieurs années. Des contributions quantitativement faibles localement

peuvent toutefois avoir des répercutions importantes du point de vue génétique (voir revue
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Figure V.3 : (a) Evolution des effectifs de semis vivants durant les trois premieres années de
développement de la régénération en 2003 dans les plots A, B, C et D. Un plot est associé a
chaque couleur de courbe. (b) Evolution des effectifs de semis vivants durant les trois
premiéres années de développement de la régénération en 2003 dans les cadfes de 1m
présentant respectivement moins de 10 semis, entre 10 et 15 semis et plus de 15 semis en
2003.
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dans Lefevre, 2004), d’autant plus que leur cumul peut s’avérer important a I'échelle de
I'unité de gestion. Dans I'hypothese d’apports de semis supplémentaires lors d’épisodes de
fructifications significatives successives (comme celle de 2003), il serait intéressant d’évaluer
la contribution individuelle ou cumulée des années autres que 2003 pour leur diversité et leur
degré de différentiation. Rares sont en effet les travaux qui analysent les caractéristiques
génétiques de contributions annuelles a une régénération naturelle et donc l'intérét d'un
étalement dans le temps de cette opération de renouvellement pour constituer une nouvelle
population aux caractéristiques génétiqgues proches de celles de la population parentale
(Boussaid, 2008).

Le suivi de mortalité réalisé durant ces quatre années met en évidence une survie des
semis généralement élevée pendant les trois premieres années, avec quelques légeres
différences entre les zones A, B, C etHg(re V.3 @). Le taux de mortalité, quasiment nul
durant les trois premiéres années, augmente fortement durant I'année 4 pour atteindre de 19,7
a 37,2%. Il n’est pas a attribuer a des conditions climatiques particulierement défavorable au
cours de la saison de végétation 2006. Il est plus marqué dans les zones ou la régénération
initiale était plus dense. Un regroupement des informations relevées par cadre,deofh m
plus par zone d’étude mais par densité initiale de régénération (Nb de senfisraantne
gue les mortalités sont d’autant plus élevées que la densité locale de semis est elle-méme
élevée Figure V.3 b). A la fin de 2006, la densité de semis atteint alors un niveau
sensiblement identique dans les différents plots, de 8 & 12 sémisammortalité observée
pourrait étre associée au développement d’effets de compétition entre semis trés importants a
partir de la quatriéeme année. La compétition pour la lumiére mais aussi les ressources
nutritives et en eau représenterait donc une pression de sélection significative au sein des
taches de régénération et de force variable suivant la densité de semis initialement disperseés.
Soulignons gu’en situation de limite méridionale d’aire naturelle du pin sylvestre, Castro et al.
(2004) ont montré, que malgré la faible densité initiale de semis, la mortalité agissait
principalement durant les deux premiéres saisons de végétation ; dans le cas de Haguenau,
des conditions de croissance moins limitantes en période estivale semblent repousser
I'apparition de mortalités lorsque les effets de compétition deviennent importants. L'effet de
la densité sur l'intensité de la sélection est d’'une importance considérable dans la définition
des seuils de densité de semis jugés acceptables pour considérer comme acquise une
régénération naturelle. En effet, un seuil fixé trop bas ne permettra pas la purge précoce des
individus peu aptes a la compétition et en particulier les individus manifestant de la

dépression de consanguinité. On peut donc s’interroger sur les conséguences génétiques de
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Frequence observée

Fréquence observée

0.012

0.008

0.000 0004

0000 0005 0.010 0015

Aucun parent ou couple

Au moins un parent ou couple compatible

Distance individu

Plot N compatible p>0,15 p<0,15 p<0,05 non génotypé
A 65 13 13 18 21 150m

B 59 13 15 14 17 100m

C 64 60 4 0 0 30m

D 57 8 18 13 18 125m

Total 245 94 50 45 56 -

Tableau V.5: Nombre de relations parents/semis estimées dans chaque zone de régénération

a partir des analyses de maternité sur 4 loci microsatellites nucléaires. La distance au premier

arbre adulte est indiquée. Les valeurspde@éfinissent la probabilité d’attribuer un couple

parental faux a un semis alors que celui-ci possede le LOD score le plus élevé. Les valeurs de

p < 0,15 et p < 0,05 correspondent aux seuils de 85% et 95% définis a I'aide du logiciel
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Figure V.4 : Histogrammes de la distribution des distances de dispersion des graines estimées

a partir des analyses de maternité (barres noires) et attendues pour une dispersion aléatoire

(barres grises). A noter un exces de dispersion dans les courtes distances.
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I'application de seuils (minimaux) de densité de 1 000 semis/ha (de 2 ans au moins) retenus
par exemple pour les résineux dans le cadre de la reconstitution des foréts apres la tempéte de
1999 (Mortier, 2001). Cette valeur de seuil est a basse en comparaison des densités de semis
observées dans les peuplements agés peu fructiferes de Haguenau aprées 2 saisons de
végétation (80 000 a 170 000 semis/ha) ou dans le peuplement mélangé partiellement isolé
d’Orléans juste aprés germination ( maximum de 250 000 semis/ha).

2.4 Analyses de maternité sur semis

Les analyses de maternité menées sur les semis a partir des individus adultes
échantillonnés aux alentours des plots de régénération ont permis d’attribuer un ou plusieurs
couples de parents aux différents semis génotypés. La faible probabilité de non exclusion d’'un
couple de parent (p = 0,0001), calculée a l'aide du logiciel Cervus a partir des données
nucléaires sur 4 loci, démontre la bonne capacité a mener des analyses de maternité. Pour
'ensemble des semis analysés dans les points d’échantillonnage A, B et D, plus de 80%
possédent au moins un couple d’individus compatibles aux 4 loci nucléaires dans la zone
d’échantillonnage Tableau V.5. Dans la zone C pour lesquels les efforts de génotypage
exhaustif des arbres adultes se sont limités a un rayon de 30 m autour des semis,
I'identification d’'un ou des deux parents a été trés limitée. Dans les trois autres zones, en
raison du grand nombre d’individus parents potentiels, nous n’avons jamais observé de cas ou
un semis présentait un génotype compatible avec un seul couple de parents. Pour tous les
semis étudiés, plusieurs couples de génotypes parents sont compatibles et la différence de
LOD score (delta) permet de sélectionner le couple de parents le plus vraisemblable pour

différents risques d’erreurs (p<0.05 ; p<0.15, p>0.15).

Les distances estimées de dispersion des semis (plots A, B et D confondus) suivent une
distribution Iégérement bimodale avec un premier pic de dispersion a 30-50m et un deuxiéme
pic aux environ de 90nt{gure V.4). La distance de dispersion est en moyenne de 73 m pour
'ensemble des semis étudiés dans les trois zones A, B et D dualtiegu V.6). Les
distances maximales observées atteignent 150 m. En comparant la distribution potentielle (i.e
I'ensemble des distances possibles entre le plot de régénération et les méres potentielles) a la
distribution observée a l'aide d’'un test de Kolmogorov-Smirnov, il apparait qu’il existe une
différence significative de distribution pour I'ensemble des pldtableau V.6). La

distribution des distances de dispersion présente un exces d’événements dans les courtes
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Nombre de Nombre de Distance Distance Nombre de Ecartala

maternité attibuées meéres moyenne médiane méres a moins distribution
Plot N (p<0,15) différentes  de de de 50m potentielle
A 65 39 29 80 94 11 D=0,353***
B 59 31 26 64 61 12 D=0,351***
C 64 O - - - - -
D 57 3 23 60 47 17 D=0,393***
Total 245 101 57 73 82 40 D=0,318***

Tableau V.6: Distances de dispersion réalisée moyenne et médiane dans chacune des 4 zones
de régénération étudiée. Distances estimées a partir des couples parents potentiels-semis
choisis au seuil de 85% (i.e p < 0,15). Les valeurs du test de Kolmogorov-Smirnov d’écart a

la distribution attendue sont données dans la derniére colonne (***p-value < 0,001).
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distances et un déficit de dispersion dans les distances dépassant 100m par rapport a la
dispersion attendudigure V.4).

Les capacités de dispersion de graines estimées a partir des jeunes semis a Haguenau sont
relativement plus élevées que celles obtenus par piégeage de graines a Orléans (voir projet
d’article Aspe et al., 8§ 1.3 de ce chapitre). Elles sont néanmoins compatibles avec des
distances de dispersion estimées a partir d’analyses de maternité sur semis chez d’autres
especes de pin (Gonzales-Martinez et al., 2006). Les différences observées entre sites
expérimentaux peuvent étre attribuées a la difficulté, lors des analyses de maternité sur semis,
de séparer les effets de la dispersion des graemsu strictoet les conséquences des
processus biologiques intervenant apres la dispersion (survie, germination, ....). La dispersion
observée sur pin sylvestre présente une distribution bimodale identique a celle obtenue dans
d’autres études de dispersion sur semis (Gonzales-Martinez et al., 2002 ; Gonzales-Martinez
et al., 2006) ou a partir de lachers de graines (Camarero et al., 2005). Cette bimodalité peut
s’expliquer par un processus de dispersion comportant deux phases: des événements de
dispersion fréquents a courte distance couplés a des événements plus rares a moyenne et
longue distance engendrés, chez les espéces anémochores, par des turbulences aérologiques
(Camarero et al., 2005 ; Clark et al., 1999b ; Higgins et Richardson, 1999).

3. Conclusion

L’analyse des patrons de dispersion des graines dans plusieurs peuplements de pin
sylvestre nous a montré qu’une forte proportion de ces semences était dispersée a moins de
50m de leur source. Nous avons vu par ailleurs que les capacités reproductrices du
peuplement influencaient fortement l'intensité de la pluie de graines. La distribution des pins
adultes dans le peuplement joue aussi un rble important dans la répartition spatiale des
graines, et détermine ainsi les emplacements ou il est possible d’envisager une régénération
naturelle d’'un point de vue quantitatif au moins. La réceptivité du sol peut toutefois modifier
fortement les patrons de dispersion efficace des graines.

Dans les conditions de Haguenau, la mise en place d'une régénération naturelle
semble essentiellement due a une seule bonne année de fructification, les années suivantes ou
précédentes contribuant peu, d’'un point de vue quantitatif, a la production de semis. Il
conviendrait de suivre les contributions relatives de pluies successives de graines dans des
peuplements de pin sylvestre moins agés dans lesquels le niveau de production de graines est
plus élevé et ou la variabilité individuelle des capacités de fructification est plus marquée.

Aucune structuration spatiale des jeunes semis n’a pu étre mise en évidence. De plus, la

126






Chapitre V : Dispersion des graines et régénération naturelle

pY

diversité génétiqgue globale des semis dispersés apparait similaire a celle du peuplement
parent, traduisant un important brassage génétique a travers le cumul des flux de pollen et des
flux de graines. La densité de semis joue ici un rble important dans le processus de sélection
naturelle. Le seuil (en nombre de semis/ha) a partir duquel on considére une régénération
naturelle comme acquise peut ainsi jouer un réle important sur la précocité et l'intensité de la
purge par sélection naturelle des semis consanguins et donc sur les caractéristiques génétiques

du futur peuplement.

Les travaux conduits sur les deux sites expérimentaux de Haguenau et d’Orléans, tant
en ce qui concerne les flux de pollen que les flux de graines, ont a plusieurs reprises mis en
évidence que les modes de gestion et les décisions techniques prises au long du cycle
sylvicole pouvaient avoir des conséguences génétiques, et ce a diverses échelles spatiales. La
composition d’'un massif forestier, en especes et en origines géographiques, résulte de choix
de modes de renouvellement et de choix de MFR qui vont déterminer le degré d’'isolement
relatif d’'une espece et d’'une origine donnée. Ce degré d’isolement influera & son tour non
seulement sur la nature et l'intensité des flux de genes (pollen, graines) (voir Chapitre 1V)
mais aussi sur les capacités fructiferes des boisements (voir Chapitre V), conduisant le
gestionnaire, avant mise en régénération, a une analyse préalable de I'environnement d’'une

unité de gestion a I'’échelle de 'unité de reproduction.

A I'échelle de l'unité de gestion, la structure génétique spatiale et la répartition des tiges
du peuplement reproducteur résultent pour partie de l'origine (naturelle, artificielle) et des
caractéristiques biologiques de ce peuplement mais aussi des interventions successives du
forestier (dépressages, éclaircies). Or la structure génétique spatiale et la répartition des tiges
adultes vont directement influer sur les flux de pollen (Chapitre 1V) et les flux de graines
(Chapitre V) en qualité et en quantité et donc affecter l'intensité et la répartition spatiale de la
production de graines, la composition génétique de cette production et sa structuration
génétique spatiale, conditionnant ainsi fortement les caractéristiques des futurs peuplements
aux générations suivantes. De plus la mise en place effective d’'une régénération naturelle et
les caractéristiques génétiques de cette régénération dépendra fortement de la synchronisation
entre fructification annuelle d’'une part et coupe de régénération puis interventions au sol

destinées a favoriser la germination des graines produites d’autre part.
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Chapitre VI : Discussion générale — Perspectives

Les travaux conduits dans cette these se sont intéressés aux déterminants majeurs des flux de
pollen et flux de graines permettant d’obtenir une qualité génétique satisfaisante des jeunes
semis de pin sylvestre recrutés en régénération naturelle. La confrontation des résultats
observés a ceux obtenus dans la littérature sur la méme espece ou sur d’autres especes
anémophiles et anémochores permet :

- de souligner dans une premiére partie qu’il est important de caractériser l'unité de
reproduction a l'origine des futurs semis, ceci pour des peuplements forestiers différents en
terme d’objectifs, de composition et de structure ;

- et de formuler dans une deuxiéme partie des conseils aux gestionnaires forestiers afin de
gérer au mieux la diversité génétique dans cette étape clé de renouvellement des populations

forestiéres.

1. Bilan des connaissances acquises sur le régime de reproduction du

pin sylvestre dans deux types de peuplements forestiers contrastés

1.1 Une unité de reproduction a caractériser a différentes échelles

Dans les différents chapitres de cette thése, nous avons pu mettre en évidence qu’il était
important de caractériser I'unité de reproduction rassemblant tous les individus participant a
la population de graines recrutée sur 'unité de gestion en cours de régénération. Ces individus
peuvent étre soit des pollinisateurs des semenciers ayant produit ces graines, soit ces
semenciers eux-mémes, soit les deux a la fois. Si ces individus appartiennent en grande
majorité a l'unité de gestion, 'ampleur observée des flux de pollen a moyenne et longue
distance montre que l'unité de reproduction est dans de nombreux cas bien plus large que
'unité de gestion. Afin de caractériser au mieux cette unité de reproduction, il convient de
s’intéresser au minimum aux trois échelles suivantes :

- le niveau individuel Dans les chapitres IV et V, nous avons pu montrer que dans
toutes les situations expérimentales observeées, il existe une forte variabilité individuelle pour
les succes reproducteurs males et femelles. Cette variabilité est particulierement marquée pour
les bonnes années de floraison et de fructification qui sont celles choisies (en théorie du
moins, hors contraintes économiques par exemple) pour démarrer la phase de renouvellement

du peuplement. Si elle peut étre accentuée par l'influence de facteurs environnementaux

128






Chapitre VI : Conclusion - Perspectives

locaux (compétition entre arbres (Oddou-Muratorio et al., 2005), variations édaphiques intra-
parcelles), elle peut s’expliquer par une variabilité génétique importante pour les traits liés a la
reproduction (Burczyk et Prat 1997, Stoehrakt2004). Il est important d’apprécier son
ampleur afin d’approcher la taille efficace de population souvent surestimée par l'effectif de
reproducteurs présents dans l'unité de reproduction.

- l'unité de gestion. C’est a son niveau que sera évalué le succés de la régénération
naturelle. Sa composition génétique (origine génétique, mode de régénération) et sa structure
spatiale (densité : niveau et homogénéité) sont liées a son histoire sylvicole et sont des
déterminants importants de la qualité des graines produites. Sur un plan méthodologique, il
est difficile voire impossible de pouvoir caractériser la dynamique de la diversité génétique de
facon exhaustive sur 'ensemble de cette unité de gestion qui regroupe le plus souvent
plusieurs centaines d’adultes reproducteurs. La plupart des études expérimentales conduites se
limitent au suivi exhaustif d’'une surface significativement plus petite ou a des estimations par
échantillonnages aléatoires ou stratifiés mais dans ce cas a I'échelle de populations plutdt que
d’unités de gestion. La majorité des résultats de modeélisation de flux de pollen et de graines
disponibles aujourd’hui se rapportent a cette échelle infra-unité de gestion.

- le voisinage reproducteur. Ce dernier comprend non seulement les unités de gestion
adjacentes mais aussi les individus provenant de parcelles plus éloignées et participant a la
régénération a la faveur d’évenements de dispersion (pollen ou graines) a grande distance.
Dans le chapitre IV s’intéressant au flux de pollen, nous avons vu qu’il est important de le
prendre en compte, tout particulierement lorsque la taille efficace de l'unité de gestion est
réduite et que la production de pollen devient limitante. Il convient non seulement de
caractériser ce voisinage par sa taille mais aussi par son caractere continu (cas de massifs ou
le pin sylvestre est I'essence majoritaire) ou dispersé (peuplements isolés ou fragmentés au
sein d’un massif). Il faut souligner ici que le voisinage est tres rarement décrit dans les études

reportées dans la littérature.

Si ces échelles sont emboitées les unes dans les autres, il est difficile d'isoler la
contribution spécifique de chacune d’entre elles au résultat final. Nous avons pu montrer par
exemple dans le chapitre IV (Forét d’Orléans) qu’en situation de peuplement isol€, la densité
locale de reproducteurs avait un effet significatif sur le taux de graines pleines d’un individu.
A densité locale comparable dans le massif de Haguenau, cette relation n'a pu étre mise en
évidence, la quantité de pollen produite n’étant probablement pas limitante dans ce grand

massif continu a forte présence de pins sylvestres. La diversité des résultats expérimentaux
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rapportés sur lI'importance des flux de pollen a moyenne et longue distance pourrait ainsi
s’expliquer par I'intervention simultanée de facteurs liés a ces trois échelles spatiales. Il est
cependant tres rare de disposer d'une description précise de I'ensemble de l'unité de

reproduction qui faciliterait la comparaison entre études.

Bien que l'organisation spatiale a plusieurs échelles de l'unité de reproduction soit
probablement un des éléments les plus importants a prendre en compte dans la compréhension
du fonctionnement des populations d’arbres forestiers, la dimension temporelle ne doit pas
étre négligée. Nous avons vu, dans le chapitre IV, que le niveau de recrutement de jeunes
semis était trés lié au niveau moyen de production de graines de l'unité de gestion. De plus,
dans des populations isolées, et donc sans apport possibles de graines ou de pollen du
voisinage reproducteur, la forte variabilité interannuelle pour les caractéristiques de floraison /
fructification apparait avoir une influence déterminante sur la dynamique de la population. Il
n'en reste pas moins que dans le cas de larges populations formant un massif compact, les
fortes variations interannuelles observées sur les quantités de graines produites devront
conduire a une programmation de la mise en régénération pour maximiser les chances de

réussites de I'opération.

1.2Compléter I'étude du régime de reproduction dans des situations de

peuplements fragmentés

Alors que les études de flux de genes dans des situations de massif continu sont
relativement nombreuses (Burczyk et al., 1996 ; Streiff et al., 1999 ; de-Lucas et al., 2008),
elles sont plus rares en revanche dans des situations fragmentées (Robledo-Arnuncio et Gil,
2005 ; Xie et Knowles, 1994 ; Schuster et Mitton, 2000). Il est important de souligner ici que
I'extrapolation aux situations fragmentées des résultats acquis en massifs continus parait
difficile, plusieurs composantes décrivant le régime de reproduction étant différentes. En
massif continu, la production de pollen semble rarement limitante et la taille de l'unité de
production permet une plus grande homogénéisation des nuages polliniques conduisant a un
meilleur brassage génétique et a une augmentation du nombre potentiel de péres par arbre. |l
apparait donc important de continuer a identifier et hiérarchiser les déterminants des flux de
géenes en situations de peuplements fragmentés ou lorsque les niveaux de production de pollen

ou de graines deviennent limitants.
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En matiére de gestion de la diversité génétique, plusieurs formes de fragmentation sont
intéressantes a considérer :

- la fragmentation de l'unité de reproduction danspegplements mixtetans lesquels
la contribution relative du pin sylvestre peut étre variable. A I'avenir, les peuplements mixtes
seront probablement prépondérants, étant donnée leur meilleure capacité de résilience a des
événements climatiques extrémes de plus en plus fréquents (Lygis et al., 2004; Simard et
Payette, 2005). Une validation des résultats acquis en forét d’Orléans sur plusieurs années
successives et dans d’autres parcelles aux structures de mélange différentes est souhaitable. Il
conviendrait dans un premier temps de pouvoir compléter I'approche phénotypique réalisée
par une approche génétique caractérisant le niveau et la structuration de la diversité génétique
dans des petits ilots de pins issus eux-mémes de régénération naturelle et quantifiant les
contributions parentales dans la pluie de graines.

- la fragmentation de l'unité de reproduction parigine génétiguedu matériel. De
nombreux massifs forestiers de plaine ou le pin sylvestre a été introduit sont des mosaiques de
peuplements d’origines géographiques et génétiques parfois bien différenciées pour leur
capacités de reproduction et leur phénologie florale (Bobowicz, 1993 ; Bobowicz et Korczyk,
1994 ; Bougeard et Hue 2006a). Si I'importance des flux de pollen a moyenne et longue
distance permet d'attendre une participation de I'ensemble des pools génétiques a
I'évenement de reproduction, il reste impossible de prédire les contributions relatives de
chacun d’entre eux. Pour cela, il faudrait pouvoir disposer de marqueurs moléculaires
discriminant les différentes origines, marqueurs non disponibles dans I'état actuel des
connaissances. La fragmentation des origines génétiques peut étre un atout dans le contexte
du changement climatique, offrant ainsi la possibilité a des origines génétiques normalement
éloignées de plusieurs centaines de kilomeétres de s’intercroiser et ainsi d’augmenter dans la
population locale la fréquence d'alleéles favorables présents dans des populations plus
méridionales (Lindner et al., 2008). L'intérét d’une infusion modérée d’alléles nouveaux dans
I'origine locale est de maintenir les performances phénotypiques favorables du peuplement et
de limiter les risques en cas de mal-adaptation du pool génétique introduit (Savolainen et al.,
2007). Compte tenu de la rapidité attendue des changements et de la longueur des générations
des especes forestieres, I'apport de génes nouwdauglantation artificielle au coeur de
massif forestier est souvent proposé (Rehfeldt et al., 2002 ; Koskela et al., 2007).

Un deuxieme type de peuplement peut entrer dans cette catégorie de fragmentation. Il
s’agit des unités conservatoir@s situ (UC), plus ou moins isolées d’autres boisements

d’origine génétique différente. Il est important de connaitre dans ce cas si I'unité de gestion et
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les individus qui la composent déterminent en trés grande majorité la qualité génétique
de la graine produite et dispersée dans I'UC.

- la fragmentation de I'unité de reproduction pévolution des aires de répartition des
especes dans un contexte de changements climatiques et d'usages (Caughley, 1994 ;
Kramerlin et al., 2008). Les populations naturelles espagnoles de pin sylvestre illustrent bien
cette situation. Les populations marginales reliqgues de petites tailles se différencient des
populations de plus grandes tailles en coeur de massif, non seulement par leur composition
généetique (Robledo-Arnuncio et al., 2005) mais aussi par les caractéristiques de leur régime
de reproduction (Robledo-Arnuncio et al., 2004b). Dans le contexte du changement
climatique, les populations naturelles marginales en cours d’isolement risquent de devenir de
plus en plus nombreuses. Dans le cas patrticulier du pin sylvestre ou des unités conservatoires
sont en cours d’installation dans le Sud-Est de la France, il devient urgent de suivre
I'évolution de la diversité génétique actuelle en régénération naturelle pour valider l'intérét de
ces parcelles en tant qu’'unité conservatoire et définir des modalités de gestion appropriées.
Dans ces régions, une réduction du niveau des fructifications de plusieurs coniferes est
observée depuis plusieurs années et vient confirmer les observations réalisées en parc a clones
de pin sylvestre dans les années suivant la canicule de 2003 (Bougeard et Hue 2006b).

Ce dernier type de fragmentation conduit a s’intéresser au fonctionnement reproductif
des populations a une échelle encore plus grande que celle évoquée jusqu’ici en s’intéressant
aux flux de genes a tres grande distance qui ne participent quantitativement que tres

bY

faiblement & la mise en place d'une régénération naturelle mais qui contribuent
significativement a ['évolution a long terme de la diversité génétigue des especes
(Lenormand, 2002). On se trouve alors confronté a un probleme de description de cette large
unité de reproduction, celle-ci devenant généralement de plus en plus hétérogene et difficile a
décrire. Une discipline récente, la génétique du paysage ou ‘Landscape genetics’ (Manel et
al., 2003 ; Storfer et al., 2007) démontre d’ailleurs I'intérét d’étudier le fonctionnement des
populations a I'échelle du paysage. Connaitre I'impact de la structure du paysage sur la
connectivité ou l'isolement des populations, permet d’apporter un nouveau regard sur des
processus biologiques fondamentaux tels que le fonctionnement des métapopulations, la
spéciation ou la définition de I'aire de distribution des especes (Storfer et al., 2007). D’'un
point de vue plus appliqué, cela peut permettre d’identifier les barrieres aux flux de genes et
au maintien de la diversité géenétique, de prédire les effets des pratiques sylvicoles a I'échelle
du massif sur la diversité génétique, et de mettre en évidence les ‘corridors’ qui peuvent

participer a la conservation de la diversité génétique.
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1.3 Gestion de la diversité neutre et de la diversité adaptative

bY

Le travail réalisé dans cette thése vise a caractériser la dynamique de la diversité
génétique de difféerentes populations en utilisant les outils de génétique des populations. Seuls
des marqueurs moléculaires neutres ont été utilisés. De plus les suivis de I'évolution
temporelle des caractéristiqgues génétiques (neutres) d’'une population de semis naturels n’ont
porté que sur les quatre premiéres années suivant leur installation. Il convient donc de

souligner I'importance de réaliser :

- un travail complémentaire de suivi démographique et génétique de cette population de
semis dans laquelle la compétition commence a exercer une pression de sélection, et
ce avant la premiére intervention du sylviculteur sous forme de dépressages. Au sein
des écosystémes forestiers, les arbres entrent en compétition pour différents facteurs
tels que la lumiere, I'eau ou les nutriments et cette compétition affecte leur croissance
et leur survie (Wyckoff et Clark 2005). Parmi ces ressources, la lumiere est considérée
comme la plus importante (Roussel, 1953 ; Cannell et Grace, 1993 ; Pacala et al.,
1994 ; Brunner, 1998 ; Mac Farlane et aQ00) et serait reconnue comme un des
principaux facteurs pilotant les dynamiques des ecosystemes forestiers (Clark et Clark,
1992 cité dans Wyckoff et Clark, 2005) grace aux différences de réponse a la
compétition pour la lumiére (Pacala et al., 1994 ; Lin et al., 2001). En situation
pédoclimatique non limitante (au moins a des stades juvéniles), la compétition pour la
lumiére va s’exacerber avec l'age. La poursuite du suivi démogeéenétique entamé
permettrait alors de quantifier l'intensité de la purge de sélection pratiquée,
notamment sur différents niveaux d’apparentement dans les taches de régénération
naturelle, et ce jusqu’a la premiére intervention sylvicole. Un travail sur lI'influence de
la lumiéere et la compétition par les adventices (molinie, callune...) sur la survie et la
croissance de jeunes plantules de pin sylvestre est en cours de réalisation au Cemagref

de Nogent sur Vernisson (Thése Noémie Gaudio).

- un travail supplémentaire de suivi de diversité génétique de traits adaptatifs et de
production, ces derniers pouvant étre soumis aux pressions de sélection rencontrées
localement. Cette étape consisterait a quantifier les intensités de sélection
phénotypique et finalement génétique pratiquées par le sylviculteur sur différents
caracteres d'intérét lors des prélevements successifs qui vont fagonner le nouveau
peuplement et notamment lors du choix final des reproducteurs dans l'unité de

gestion.

133






Chapitre VI : Conclusion - Perspectives

Enfin, I'évaluation en tests en forét de croisements contr6lés entre pools génétiques
différenciés susceptibles de s’hybrider naturellement pourrait également participer a une
réflexion plus large sur I'évolution des performances phénotypiques de mosaiques d’origines

génetiques.

2. Conseils pour une gestion de la diversité génétiqgue du pin sylvestre

conduit en régénération naturelle

La régénération naturelle est un mode de renouvellement des peuplements forestiers
largement utilisé en Europe. Elle est considérée comme le garant du maintien de la diversité
génétique disponible localement et des capacités adaptatives du peuplement futur (Nanson et
al., 1991 ; Hosius et al., 2006). Ce mode de renouvellement imite le processus naturel de
fonctionnement des écosystemes forestiers dans les phases de dispersion initiale des individus
et de sélection naturelle entre les stades semis et jeunes arbres, mais aussi en permettant les
interactions avec les autres composantes de I'écosysteme. Il est en outre souvent préféré a la

plantation pour des raisons de codts et d'impacts paysagers.

La maitrise de ce mode de renouvellement s’avere cependant plus délicate qu’il n'y
parait. En effet, les conséquences des choix sylvicoles sur le régime de reproduction et sur les
flux de génes, qui affectent les paramétres génétiques de la régénération (diversité,
apparentement, structure spatiale), demeurent encore mal connues des gestionnaires. En outre,
I’évolution a la fois démographique et génétique de la régénération naturelle reste encore une
véritable « boite noire ». Les contributions de cette thése sont déclinées ici en suivant un cycle

sylvicole complet intégrant un scénario régénération naturelle.

2.1Dresser |'état des lieux du peuplement : qualité phénotypique, diversité

géneétique et voisinage reproducteur

Pour un gestionnaire forestier confronté au renouvellement d’'un peuplement, la
premiére étape du processus de décision consiste a évaluer la qualité phénotypique de ce
peuplement. Sauf choix ddment assumé de renouveler un boisement de médiocre qualité (par
souci d’autochtonie par exemple, ou faute de moyens financiers), la régénération naturelle est
généralement associée a une qualité phénotypique jugée suffisante. Si au contraire cette
qualité est jugée médiocre, la régénération artificielle s'impose et la gestion des ressources
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génétiques se limite alors au choix de I'espece, de la provenance ou de la variété forestiére
améliorée a mobiliser.

Si la qualité phénotypique du peuplement parvenu a maturité est considérée de niveau
suffisant pour mettre en ceuvre une régénération naturelle dans l'unité de gestion
correspondante, il faut alors replacer cette unité dans son contexte forestier. La caractérisation
de la composition en especes et en origines géographiques (intra espéce) des unités de gestion
voisines, voire du massif forestier dans sa totalité, permet d’évaluer le degré d’isolement du

boisement a régénérer vis-a-vis des flux de genes.

= Clarifier les objectifs de gestion des ressources génétiques

Les résultats de cette thése montrent, en situation de massif de grande taille et a forte présence
de pin sylvestre (type Haguenau) :

- une absence de différentiation des nuages polliniques des arbres meéres, qui peut étre
expliqguée par la présence d'un vaste pool de pollen issu des contributions des tres
nombreux arbres floriféeres du massif, toutes origines confondues.

- Iimportance des apports polliniques a des distances dépassant les dimensions
habituelles d’une unité de gestion de quelques hectares. Un massif (de type Haguenau
ou méme de type Orléans) étant généralement composé de peuplements d’origines
variées et inconnues, les flux de pollen a longue distance peuvent donc mettre en
contact des individus d’origines diverses qu’elles soient autochtones ou allochtones.

- le maintien d’'une diversité génétique neutre élevée méme dans les unités de gestion
comportant une trés faible densité de reproducteurs (<15 tiges/ha). Ces derniers
bénéficient en effet des contributions de nombreux peres extérieurs a l'unité de
gestion.

- une faible structuration spatiale de la diversité génétique dans la population adulte
compte tenu des distances moyennes entre arbres au moment de la mise en

régénération.

Dans ces conditions, une gestion forestiere qui tient compte de 'ampleur et de I'échelle du
phénomene biologique que constituent les flux de pollen ne doit donc plus réfléchir les
stratégies de conduite de peuplements a I'échelle de 'unité de gestion mais plutét a celle de
I'unité de reproduction. Dans un paysage forestier comme celui du massif de Haguenau, la
clarification des objectifs de gestion des ressources génétiques du pin sylvestre devient

indispensable a une échelle spatiale dépassant 'unité de gestion. Si le gestionnaire du massif
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de Haguenau choisit de donner la priorité a la conservatisitu d’'une ressource génétique

ayant fait la preuve de sa valeur agronomique, il va se heurter a deux difficultés majeures : i)
'age avancé des plus anciens peuplements autochtones qui ne permet pas une bonne
production de pollen et favorise donc les flux de pollen extérieurs probablement d’origine non
autochtone, ii) la fragmentation des unités de gestion autochtones au sein d’'un massif multi-
origines. Pour préserver les caractéristiques génétiques de tout ou partie des peuplements
autochtones agés qui subsistent encore, en choisissant de les renouveler par régénération
naturelle, il lui faudra donc définir les conditions qui limiteront fortement les flux de pollen
extérieurs en provenance d'unités de gestion d'origine non souhaitée ou inconnue. Le
gestionnaire pourra alors choisir une des deux options suivantes :

- ne retenir le mode de renouvellement par régénération naturelle que pour les rares
ensembles compacts d’'unités de gestion autochtones ou anticiper fortement la mise en
régénération de ces flots de pin sylvestre autochtones (surtout ceux a faible densité de
tiges) en renouvelant d’abord les unités de gestion riveraines sous forme de plantations
issues de la seule source de graines garantie autochtone que constitue le verger a
graines Haguenau (Haguenau-Vayriére-VG). La création de ces véritables zones
tampon autochtones constituera alors un filtre naturel protégeant les ilots autochtones
et contribuant également par sa propre production de pollen a diluer les apports
extérieurs d’origines diverses toujours possibles.

- renouveler systématiquement les unités de gestion autochtones, en priorité celles de
petite taille, voire méme des unités de gestion issues d'origine non autochtone,
uniquement sous la forme de plantations de MFR provenant du verger a graines
Haguenau, opération qui conduirait en outre a augmenter, a terme, les contributions
polliniques de cette origine dans le pool de pollen du massif.

La mise en place de I'une ou l'autre de ces stratégies suppose toutefois une prise en compte
effective de la gestion des ressources génétiques dans les choix sylvicoles a court, moyen et
long terme : choix des MFR lors des plantations, planification des mises en régénération,

orientations générales de 'aménagement forestier.

A linverse, dans un massif multi-origines situé hors zone d’autochtonie comme la
forét d’'Orléans, représentative de nombreuses pineraies artificielles de plaine, l'intensité des
flux de pollen entre unités de gestion d’origines diverses peut étre recherchée et valorisée par
le gestionnaire qui cherchera alors a élargir et diversifier la base génétique de ses nouveaux

peuplements a chaque opération de régénération naturelle. L'ampleur des flux de pollen
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pourra cependant s’avérer pénalisante si certaines des origines géographiques de pin sylvestre
introduites présentent une qualité phénotypiqgue médiocre ou une mauvaise adaptation aux
conditions pédoclimatiques du massif ou encore si la recombinaison génétique entre origines

différenciées conduit a une perte des performances adaptatives et de production.
= Evaluer le degré d’isolement en peuplement mélangé ou fragmenté

L’analyse des déterminants de la production de graines en situation de pineraie isolée
dans un massif composé majoritairement d’'autres taxons non interfertiles (type massif
d’Ingrannes en FD d’Orléans) met en évidence le risque d’'une limitation de la production de
graines pleines en raison d’'une ressource en pollen limitée. L'absence ou la faiblesse des
apports polliniques extérieurs ne peut en outre compenser une éventuelle faible diversité
génétique du peuplement reproducteur isolé. Tel pourrait étre le cas pour les ilots de pin
sylvestre introduits au XIX"®siécle dans les vides des boisements feuillus dégradés de la FD
d’'Orléans. La majeure partie des ilots de pin sylvestre actuels correspondant en outre a une
seconde génération, une base génétique initiale trés réduite et des effectifs limités augmentent
le risque de consanguinité, ce qui pourrait expliquer en partie les forts taux de graines vides
observés sur le site d’'Ingrannes. Cette limitation dans la disponibilité en semences est elle-
méme aggravée par les capacités de dispersion limitées des graines de pin sylvestre a partir
d’autres pineraies, relativement distantes dans un massif fragmenté en pin sylvestre comme
celui d’'Ingrannes. Les seules zones ou une contribution significative a la production de
graines depuis les parcelles alentour peut étre espérée, se situent dans une ceinture de 50 m de
large autour des limites de la parcelle. Faute d’apports significatifs de graines depuis les
peuplements alentour, le gestionnaire devra alors compter principalement sur son unité de

gestion comme seule source possible de graines et donc de semis.

= Evaluer les capacités de production de graines

L’irrégularité des fructifications du pin sylvestre est bien connue des gestionnaires et a
été rapportée par plusieurs auteurs (Karlsson et Orlander, 2000 ; Hilli et al., 2008). Quel que
soit le degré d’isolement de la pineraie a régénérer, I'évaluation de I'abondance des
fructifications constitue donc un point incontournable dans I'état des lieux que doit dresser le
gestionnaire avant tout déclenchement d'une régénération naturelle. Nos observations ont
montré qu’une estimation pertinente de la production globale de semences du peuplement a
régénérer pouvait étre obtenue par I'observation visuelle de I'abondance de cones. Sur le plan

technique, il faudrait privilégier I'observation des houppiers chez plusieurs groupes
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d’individus plutét que de répartir I'effort d’'observation sur un nombre total identique d’arbres
dispersés au sein du boisement. Chez le pin sylvestre, la réalisation du cycle reproductif sur
deux années et une dégradation relativement lente des cones ouverts tombés au sol permettent
d’estimer en un seul passage le niveau de fructification atteint les années n-1 et n et celui
attendu pour I'année n+1. Ce mode d’observation permet en outre de mettre en évidence une
éventuelle structuration spatiale de la fructification qui affecterait alors directement la mise en

place de la régénération naturelle dans les zones a faible niveau de fructification.

2.2 La sélection des arbres semenciers

Le choix de la régénération naturelle étant acté, la deuxiéme étape de la conduite du
peuplement est la sélection des arbres semenciers qui vont participer a la génération suivante.
Le choix de ces arbres est d’'une importance considérable puisque non seulement ils vont
participer majoritairement au pool de graines qui sera a l'origine de la génération suivante,
mais aussi parce que leur distribution spatiale va déterminer I'abondance et la distribution

spatiale de la régénération naturelle.

Dans un peuplement relativement isolé (la parcelle 951 de la FD d’Orléans), nous
avons mis en évidence que les pins sylvestres placés en situations de faible densité de
congénéres (cas des peuplements mélangés avec une distribution irréguliere) produisent
individuellement moins de graines pleines que des individus situés dans une zone dense en
pins. En revanche, au cceur d’un massif riche en pins (Haguenau), la densité locale en pins
autour d’'un semencier pin ne constitue pas un facteur déterminant de la production
individuelle de graines pleines. Dans les peuplements mixtes chénes-pin isolés, la mise en
régénération naturelle doit donc étre évitée lorsque le compartiment pin est composeé
uniquement d’arbres épars ou de bouquets de quelques tiges seulement. Dans ce cas, le seul
moyen de maintenir le mélange d’espéces est I'apport de matériel végétal par plantation. Au
contraire lorsque le peuplement mixte présente une structure en patch et/ou lorsque ce
peuplement n’est pas isolé d'autres boisements importants de pins floriféres, la production de
graines est limitée essentiellement par les seules variations individuelles et interannuelles de
floraison/fructification ; dans ce cas, I'estimation de la capacité de production de graines par

observation de I'abondance de cones doit étre réalisée avant toute coupe d’ensemencement.

Etant donné le fort déterminisme génétique des caracteres liés a la reproduction, la

sélection des arbres semenciers devra combiner capacité reproductrice et valeur phénotypique
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pour des criteres d’intéréts sylvicole. Les ‘bons reproducteurs’ conservant leur classement a la
fois les bonnes et les mauvaises années, leur contribution a la régénération constitue un atout
pour le gestionnaire, notamment quand cette phase de renouvellement s’étale sur plusieurs
annees. L’estimation simultanée aux niveaux de fructifications de trois années successives (n-

1, n et n+1) facilite également I'identification des meilleurs semenciers.

Enfin, vue la faible capacité de dispersion des graines, la sélection des semenciers de pin
sylvestre conditionnera fortement 'emplacement des futures taches de régénération. En cas de
répartition irréguliere des pins adultes en peuplement mixte, le mélange d’espéces a la
génération suivante ne pourra étre acquis sur I'ensemble de I'unité de gestion, sauf si des

compléments par plantation sont réalisés.

2.3 Dispersion des graines et stratégies de régénération

La dispersion des graines constitue une étape supplémentaire des flux de genes, qui
permet de passer d’'un flux de graines potentiel a un flux de graines réalisé. Elle conditionne
la répartition de la régénération naturelle et sa structure spatiale. Pour cette étape il convient
de distinguer deux situations : les futaies pures a structure réguliere avec des arbres répartis
sur I'ensemble de l'unité de gestion, et les peuplements mélangés ou dégradés ou la
distribution des individus dans I'espace est irréguliére (ilots et/ou individus isolés).

Lorsque les pins sont répartis régulierement dans I'espace en peuplement mono
spécifique, le recouvrement des fenétres de dispersion dépendra d’abord de la densité des
semenciers retenus. En s’assurant par ailleurs que tous ces adultes présentent un niveau élevé
de fructification, le gestionnaire évitera des contributions déséquilibrées a la régénération, qui
pourraient d’une part conduire a des manques dans la couverture de I'unité de gestion par les
futurs semis et d'autre part engendrer un apparentement plus fort de la régénération a
proximité des quelques forts contributeurs. Ce critéere est d’autant plus important qu’'une seule
bonne année de fructification suffit généralement a la mise en place de la régénération comme

le démontre le suivi démo-génétique des plots de régénération dans le massif de Haguenau.

Au contraire, lorsque la répartition des arbres meres n’est pas réguliere et que les ilots
de reproducteurs de pins sont dispersés au sein d’un peuplement mélangé, la régénération ne
peut apparaitre sur I'ensemble de la parcelle mais se concentre en auréoles d’une cinquantaine

de métres autour des semenciers. L’'emplacement de la régénération sera ainsi fortement
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Figure VI.1 lllustration des différentes stratégies possibles d’'implantation de la régénération
en peuplements mixtes chéne-pin. A) élargissement des ilots adultes de pins par dissémination
des graines a leur périphérie a 50m au plus (couronne en pointillé) ; B) extension des filots
adultes par création de quelques taches satellite jouxtant ces ilots (taches roses pointillé) ; C)
ouverture de trouées dans le peuplement mélangé et plantation de MFR pin sylvestre (taches

rouges)
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contraint par la localisation des adultes. Le gestionnaire est alors confronté a deux choix
sylvicoles possiblesHgure VI.1) :
- favoriser I'apparition de semis a proximité de chaque tache d’adultes, contribuant ainsi
a augmenter, au fil des renouvellements, la taille de ces ilots qui pourraient a terme
recouvrir I'ensemble de la surface de I'unité de gestion. La question est alors posée du
maintien d’'un mélange équilibré d’especes dans I'unité de gestion.
- concentrer de maniére volontariste I'apparition de semis sur une partie seulement de la
périphérie des filots de pins, sous la forme de quelques trouées ponctuelles. Cette
option permet de limiter 'extension des zones de pins au fil des générations et donc de

maintenir un mélange d‘espéces par unité de gestion.

La production de graines a partir de croisements préférentiels entre pins adultes
appartenant a un méme filot, couplée a une dispersion limitée de ces graines, peut engendrer la
mise en place d’'une structure génétique spatiale de la régénération, qui tout au long des cycles
successifs de régénération naturelle, entrainera des croisements entre individus toujours plus
apparentés. Ce phénomene est particulierement important lorsque le peuplement est composé
d’ilots de pins éloignés les uns des autres dans un peuplement composé majoritairement d’'une
ou plusieurs autres espéces non inter fertiles. Le seul moyen de limiter I'apparition d’une
structure génétique spatiale marquée est alors I'introduction de matériel génétique adapté et

diversifié, via la plantation ou le semis.

2.4 Travail du sol et mise en place de la régénération

Une fois définis la stratégie de mise en place de la régénération naturelle et les choix
sylvicoles correspondants, le gestionnaire devra chercher a tirer le meilleur profit des
productions de graines pleines et notamment en optimisant le passage de la graine au semis
viable. Le travail du sol et le contrdle de la végétation adventice permettent d’augmenter
considérablement le taux de germination et de survie des plantules et un travail du sol est
d’autant plus efficace qu’il est réalisé juste avant une chute importante de graines. Nos
observations montrent que les travaux de scarification doivent étre réalisés au début du
printemps (au plus tard fin Mars) en forét d’Orléans. Ce travail du sol est d’autant plus
important dans le cas de peuplements agés a fructification modérée et irréguliere comme
Haguenau pour valoriser au mieux les rares bonnes années de fructification. Optimiser la

germination et la survie des semis lors de tels épisodes permet donc de réduire
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considérablement la durée de la phase de régénération mais suppose une observation annuelle
réguliere des niveaux de fructification et une réactivité forte pour planifier et réaliser les
travaux de préparation du sol et de maitrise de la végétation adventice. Il conviendrait de ne
pas limiter I'estimation de la fructification a de simples notations d’abondance de cones mais
de pouvoir accéder sur quelques échantillons a une estimation du pourcentage de graines

pleines trés sensibles nous I'avons vu a la qualité de la pollinisation I'année précédente.

Une fois acquise la régénération naturelle, les différentes interventions sylvicoles
successives (dépressages, éclaircies) vont affecter la structure spatiale de la nouvelle
population de pins en modifiant les densités locales de pins. Ces choix sont d’autant plus
importants dans les peuplements mélangés ou les interventions sylvicoles peuvent faconner la
structure du mélange en privilégiant par exemple soit la mise en place d’agrégats mono
spécifiqgues soit une juxtaposition pied a pied des tiges des diverses espéces soit une
combinaison des deux. Lorsque la structure spatiale du peuplement reproducteur ne permet
pas d'obtenir le type de mélange recherché a la génération suivante, la plantation peut
constituer une solution technique pertinente. Lorsque les pins sont minoritaires dans un
peuplement mélangé (cas de mélanges pied a pied chéne-pin ou présence de bouquets de
guelques pins seulement), la mise en place d’'une régénération naturelle est déconseillée (voir
ci-dessus § 13) et seule la création artificielle d’'flots de pins par plantation peut permettre de
créer une structure mélangée chéne-pin qui pourra étre pérennisée a la génération suivante.
Des apports de MFR extérieurs raisonnés pourront par ailleurs augmenter la diversité

génétique de la population de pins et ses capacités d’adaptation.
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Annexe 1

Carte des parcelles échantillonnées en forét de
Haguenau pour estimer la diversité génétique

a [échelle du massif
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Annexe 2

Méthode d’extraction d_ADN a partir de

cambium
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Annexes

Protocole d’extraction d’ADN a partir du cambium

Kit Macherey-Nagel NucleoSpin Plant I

Avant de commencer, penser a mettre le bain marie & 65°C

1. Prélever 100 a 120 mg de cambium (au niveau des deux morceaux qui se séparent
lorsque la rondelle de bois décongéle) et couper en petits fragments si possible.

2. Mettre dans des tubes de 2 mL avec 2 billes de tungstene. Broyer 3 a 4 fois a
I'agitateur a 23 Htz.

3. Mettre

-400ul de tampon PI 1 ou -300ul PL2

-10ul RNase A -10ul RNase A

pdt 1h a 65°C pdt 1h & 65°C

Puis ajouter 75ul PL3 et 5min a 0°C

4. Apres lyse a 65°Qnettre le bain marie a 70°C

5. Centrifuger 2 min a 11 000, prélever le surnageant et le déposenlsune
VIOLETTE .

6. Centrifuger 2 min a 11 000.

7. Jeter filtre violet. Ajouter au filtrat 450uL de tampon PC en pipetant 6 a 7 fois pour
mélanger.

8. Mettre colonne VERTEsur nouveau tube et déposer le liquide sur la colonne.
Centrifuger Imin a 11 000. répéter cette étape si volume supérieur a 700 uL.

9. Jeter le filtrat. Déposer sur filtre 400 uL de PW1. Centrifuger 1 min & 11 000. Jeter le
filtrat.

10. Déposer 700uL de PW2 et centrifuger 1 min a 11 000.

11. Déposer 200uL de PW2 et centrifuger 2 min & 11 000 pour sécher la membrane.

12. Déposer le filtre sur un tube de 1.5ml pour éluer. Ajouter 50uL deslREnembrane
et incuber 5 min & 70°CCentrifuger pdt 1 min a 11 000. Répéter encore une autre
fois cette opération

13. Doser au nanodrop !!!!

NB : Le rendement et la qualité sont nettement meilleurs si I'on double les quantités de

PL1, PL2etPC....
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Annexe 3

Protocoles d"amplification des marqueurs
microsatellites utilisés
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Annexes

Microsatellite SPAC 7.14

ADN : extraction aiguilles ou cambium

Amplification PCR 1 puits : 1pl Tampon 10 X avec MgCI2 QBiogene

0.15 pl Amorce F (=A) 10uM

0.135 pL Amorce R (=B) 10uM

0.15 pL Amorce R* (=B*) 1uM

0.5 uL dNTP 5mM

0.1 uL TAQ QBiogéne

1 pla 3 pL Matrice

QSP 10 pL H20 ( 6.965 pour 1uL de matrice)

Programme PCR :

5 min 94°C

45 s 92°C
45s 55°C } X 35
45s 72°C

5 min 72°C

Taillle approximative attendue : 209
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Microsatellite SPAC 12.5

ADN : extraction aiguilles

Amplification PCR 1 puits : 1ul Tampon 10 X MgCI2 Qbiogene ou AB gene

Programme PCR:

5 min 94°C

45 s 92°C

45 s 54°C X 35
45s 72°C

5 min 72°C

0.15 pl Amorce R 10uM

0.135 pL Amorce F 10pM

0.15 pL Amorce F* 1uM

0.5 uL dNTP 5mM

0.3 puL TAQ Qbiogéne ou AB gene

1 pla 3 pL Matrice

QSP 10 pL H20 ( 6.765 pour 1uL de matrice)

Taillle approximative attendue : 155
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Microsatellite SPAC 12.5

ADN : extraction cambium

Amplification PCR 1 puits : 1ul Tampon 10 X AB géne

0.15 pl Amorce R 10uM

0.12 pL Amorce F 10puM

0.30 pL Amorce F* 1uM

0.5 uL dNTP 5mM

1.2 pL MgCI2 25mM

0.3 uL TAQ AB géne

1 pla 3 pL Matrice

QSP 10 pL H20O (4.43 pour 2uL de matrice)

Programme PCR nommé PS 54:

5 min 94°C

45s 92°C

45 s 54°C X 35
45s 72°C

5 min 72°C

Taillle approximative attendue : 155
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Microsatellite Ptx3025

ADN : extraction aiguilles ou cambium

Amplification PCR 1 puits : 2.5 pl Tampon 5 X Promega

0.25 pl Amorce F 10uM
0.25 pL Amorce R * 10uM

1 pL MgCI2 25 mM
0.25 pL dNTP 10 mM
0.125 BSA 10mg/mL

0.125 pL TAQ Promega
0.5 Matrice a 100ng/uL
QSP 12.5 uL H20

Programme PCR nommé PT3025 :

4 min 94°C

45s 94°C
45s 50°C } X 30
45s 72°C

7 min 72°C

Taillle approximative attendue : 200 a 300
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Microsatellite ssr-ctg 4363

ADN : extraction aiguilles ou cambium

Amplification PCR 1 puits : 1pl Tampon 10 X avec MgCI2 QBiogene
0.15 pl Amorce F (=A) 10uM
0.135 pL Amorce R (=B) 10uM
0.15 pL Amorce R* (=B¥) 1uM
0.5 uL dNTP 5 mM
0.1 uL TAQ QBiogéne
1 pla 3 pL Matrice
QSP 10 pL H20 ( 6.965 pour 1uL de matrice)

Programme PCR

4 min 94°C
30s 94°C

30s 60°C (Touch Down —1°C) X 10
1min 72°C

30 s 94°C
30 s 50°C X 30
1 min 72°C
10 min 72°C

Taillle approximative attendue :
100
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Microsatellites Chloroplastiques

Ptx 26081 +36480 +15169=Multiplexage 1
Ptx 87314+ 30204+71936= Multiplexage 2

ADN : extraction aiguilles ou cambium

Amplification PCR 1 puits : 1ull Tampon 10 QbioX
0.15*3 ul Amorce F 10uM
0.135*3 pL Amorce R 10uM
0.15*3 pL Amorce F* 1uM

1.2 pL MgCI2 25 mM
0.5 uL dNTP 5mM
0.1puL TAQ Qbio

0.2 ul BSA 20mg/mL

1 pla 2 pL Matrice a 10ng/uL
QSP 10 pL H20O (5.7 pour 1.5uL de matrice)

Programme PCR

4 min 95°C

1 min 94°C
1 min 50°C 1.X30

1 min 72°C

10 min 72°C

Taillle approximative attendue : 100 — 140 pb
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Annexe 4

Procédure d’attribution des alleles par
fonction de densité
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Etape 1: Génotyper les individus pour obtenir les tailles d’alléles

Individu Alléle

1 120.0
1 123.82
2 166.66
2 139.07
3 152.6
3......
Etape 2: Représenter la fonction de §
probabilité de densité du vecteur des tailles
d’alleles (exemple du marqueur SPAC 3
12.5). >
g 3
g - I I T I I
120 140 160 180 200
Taille d’allele
Etape 3: Réduire la fonction de densité pour SPAC 12.5

un range de taille moins large, et vérifier
I'incrémentation dans la taille des alléeles.
Ici d’apres le motif microsatellite on attend 2pb.

SPAC 12.5
Etape 4: Attribution des alleles selon les .
bornes de la fonction de densité pour - pldle 14 -
chaque alléle. L'allele 143 est attribué aux S S 8
individus ayant une taille d’alléle comprise
entre 142.06 et 144.2. Cette procédure 2 2.1 8 : o
, ] N . c o «Allele 143 . 0 .
permet de déterminer a partir de quelle a Coa R
taille a lieu le changement d’allele. o | Ti b Diiii iy
= H %
g _|J R ¢
Ci | =

141 143 | 145 147

T T T T
144 151 153 155

142.06 144.2 147.. 149.7
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Annexe 5

Cartes de dispersion efficace du pollen issues
des analyses de paternité réalisées a partir des

données nucléaires.

Les triangles correspondent aux arbres meres.

Les traits relient les péres ayant pollinisé la mére, a la mére.

L’épaisseur des traints est proportionelle aux nombre de pollinisations efficaces
du pére assigné sur la descendance.

Les points gris représentent les peres potentiels génotypés mais n’ayant
engendré aucune graine.

Chaque couleur correspond a un arbre mere.

Les cartes correspondent aux parcelles 1062 (A), 1063 (B) et 1064 (C). Le Nord

correspond au haut de chaque carte.

188






Annexes

Coordonnées (m)
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Coordonnées (m)
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Coordonnées (m)
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Pascal ASPE

Flux de genes en phase de régénération chez le pin sylvedtiaus
sylvestris L. : impact de la structure des peuplements reproducteurs
a différentes échelles spatiales et conséguences en gestion forestiere

La phase de renouvellement constitue I'étape clé de la transmission du patrimoine génétique d’'un peuple
forestier et du maintien de sa diversité génétique. Son succeés est conditionné par la production de pollen
graines. Cette these s’intéresse a I'impact de la structure des peuplements reproducteurs a différentes é
spatiales sur les flux de génes lors de régénérations naturelles de pin syRiessesyvestris L.). Elle
identifie les principaux déterminants de la production quantitative et qualitative de graines a I'échelle c
peuplement. Nos résultats démontrent la nécessité de prendre en compte, a I'échelle d’'un massif foresti
caractére isolé ou non de l'unité de gestion a régénérer pour évaluer son potentiel fructifere. Dans
peuplements isolés, une production réduite de pollen peut ainsi conduire a une diminution de la productic
graines viables et donc a une limitation de la population de semis naturels. Ce phénomene est accry que
reproducteurs sont eux-mémes isolés au sein d'un peuplement mélangé chéne-pin. Dans de larges |mas
contraire, la plupart des événements de fécondation sont issus d’un nuage pollinique suffisamment|abo
pour ne pas limiter la production de graines. Dans ce cas les échanges polliniques dépassent I'échelle de
de gestion. Il en résulte une faible différenciation des nuages polliniques captés par les différents arbres-n
Enfin, nos travaux montrent que la dispersion des graines est concentrée dans le temps et se p
majoritairement a moins de 50m des semenciers. Nos résultats sont discutés dans le cadre de (la ¢
courante des massifs forestiers pour limiter les risques génétiques liés a certaines pratiques sylvicales.
proposons enfin des descripteurs de terrain des principaux déterminants de la production et de la dispersi
graines en vue d'assurer le succes de la régénération naturelle.

Mots clés : Pin sylvestre, flux de génes, régénération naturelle, gestion forestiere, structure du peuplel
échelle spatiale.

Gene flow during natural regeneration for Scots pinePinus
sylvestris L. : impact of reproductive stand structure at different
spatial scales and consequences for forest management

Natural regeneration phase is thus the key step of stand renewal in order to maintain its genetic diversit
success highly depends on seed production. This study focuses on the impact of structure of reproductive
at different spatial scales on gene flow during natural regeneration of Scotipinesylvestris L.). We
identify main components of heterogeneity of seed production at stand scale. Moreover our results demon
the importance of isolation at landscape level to evaluate seed production potential of management uni
isolated stands, reduced pollen production can lead to limited seed production and consequently to lir
seedling production. This phenomenon is even more intense when reproductive trees are isolated wit|
mixed oak-pine stand. On the reverse within large forest area, most of pollination events are due tc
presence of a pollen cloud huge enough to ensure a non-limited seed production. In such a situation,
flow occurs at wider spatial scale than the management unit one. As a result, we observed a non signi
differentiation of pollen clouds captured by mother trees. We found that duration of seed deposition proce
short and seed dispersal mainly occurs at less than 50m from the seed trees. Our results are discussed
the context of current forest management in order to limit genetic risks linked to some sylvicultural practic
We also propose to forest managers field descriptors of important determinants of seed produgtion
dispersal for successful natural regeneration.

Key words: Scots pine, gene flow, natural regeneration, forest management, stand structure, spatial scgale.
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