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Avant-propos

Cet avant-propos s’'adresse a ceux qui ont surué des lévres la question : pourquoi protéger
cette espece ? Pourquoi protéger la Biscutelle elestxie ? Je ne vais pas répondre de maniere
exhaustive a cette question, juste citer deuxs @moguments inspirés de certaines personnes qui

se reconnaitront.

Biscutella neustriacaest une composante de la diversité, une especdadupartie d’'un
ecosysteme, comme le rivet fait partie de I'aviGtest I'analogie du biologiste Paul Ehrlich que
je reprends ici. La question étant «Combien detsiven Boeing 747 peut-il perdre avant de
s’écraser?». L'anecdote qu'il racontait met en saém passager qui s'appréte a monter dans un
avion et un homme vendant de la visserie qui détdeh rivets du fuselage et des ailes de
I'avion. Inquiet le passager demande a ce derrilea sonscience de ce qu'il fait en 6tant les
écrous et les rivets, s'il a conscience des risqmeE®urus pour la sécurité de I'ensemble des
personnes qui sont a bord. Le vendeur lui réporel lgLcompagnie aérienne et lui-méme ont
besoin de l'argent de cette vente et que de pldaitiicela depuis longtemps sans avoir eu
connaissance de problemes depuis. Il N’y a dondijraguiétude a avoir. Pour Ehrlich, I'avion
est la planete, les vis et les rivets les especesirtir de combien de rivets 6tés l'aile de 'avio
se détachera, le fuselage craquera entrainant uge aothe I'appareil ? A partir de combien

d’espéeces assistera-t-on a une catastrophe ?

Maintenant, concernant de plus pres ma th&scutella neustriacaconstitue une espeéece

modele. Si on ne lui a pas découvert de proprigié@smaceutiques exceptionnelles ou si elle ne
fait pas partie des especes les plus spectacylbaagent, le temps et les efforts alloués a cette
espece dépassent le cadre de sa propre sauvegaistpie I'ensemble des résultats des travaux
qui lui sont consacrés pourront participer a laseowation d’autres especes qui ne bénéficient

pas des mémes traitements.

Enfin, on peut citer bon nombre d’arguments éttegesthétiques, économiques, (cf. Constanza
et al., (1997) pour la valeur monétaire « infinie » debl@diversité et des «services éco-
systémiques» ,.). Mais comme je I'ai annoncé plus haut, je neiseaa exhaustive dans ma

réponse et m’arréterai ici.

6
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Biodiversité

VAN

Théorie < BI Biologie de la .
conservation Pratique

FLEURY S., 2001

Figure 1. La biologie de la conservation a I'interface entre science et gestion. Elle s’appuie sur la
théorie pour établir une meilleure gestion de la biodiversité et s’enrichit de cette expérience de
terrain pour produire des concepts et de nouvelles approches pour la gestion de la biodiversité.
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Introduction

L’histoire de la vie sur Terre est ponctuée deesrimajeures d’extinction. Nous traversons
aujourd’hui la sixieme crise, dont l'identité résidlans son origine anthropique (Leakey &
Lewin, 1995). En réponse a cette perte de diveesitaelle, une nouvelle discipline, associant
les concepts de I'écologie et de I'évolution, argemelans les années 1980, la biologie de la
conservation de la biodiversité. Michael Soulé snhl'en des fondateurs, notamment avec son
ouvrage “Research priorities for conservation kiglocoécrit avec Kathryn Kohm (premiere
édition en 1989). C’est également au cours de neges que s’est formée la « Society for
Conservation Biology » (1986). La biologie de lanservation est devenue une science
multidisciplinaire dont I'objectif est de fourniodnées et concepts scientifiques afin d’améliorer
la conception des actions de gestion de conservdf@rians & Soulé 2001). A la fois
fondamentale et appliquée, la biologie de la corzEm se situe a linterface entre théorie et
gestion (figure 1). On la caractérise comme uneiglise de crise (Barbault, 2004) lorsqu’elle
s'attache a endiguer I'extinction des espeéces.ftem, elle suppose des prises de décisions sans
connaitre toutes les données du probleme, lesalésidiemandant 'aide des scientifiques pour

des prises de décisions dans l'urgence.

C’est dans ce cadre que s’inscrit la présente testl'objet est I'étude des conséquences des
déplacements et mélanges de populations dans te dadrenforcement et réintroduction chez
Biscutella neustriacagspéce classée vulnérable par I''UCN (Union Intéonale pour la
Conservation de la Nature). Micro-endémique de eldNmrmandie, 'espece est inféodée aux
pelouses calcaires qui bordent la Seine. L’abartiilbpaturage extensif sur ces pelouses depuis
le milieu du XXéme et la fermeture consécutive dlienn constituent la principale menace pour
cette espece. Un projet européen Life a été éfgisbgramme Life nature 2006/2011:
LIFEO6//Nat/F/137) par le Conservatoire d’Espacesukels de Haute-Normandie (CEN-HN) et
le Conservatoire Botanique National de Bailleul [E.), avec la contribution scientifique du
laboratoire GEPV, Université Lillel-CNRS. L’objdcprincipal de ce projet est d’assurer le
maintien a long terme de I'espéce dans son airémhatition actuelle et dans son habitat naturel.
Dans cette optique, des actions de gestion tellesle renforcement des populations naturelles
ou la création de populations ont été prévues. @Egations induisent des conseguences
génétiques immediates et évolutives a moyen ou fenge, potentiellement importantes pour

I'avenir de I'espéce, et nécessitent donc une ésatmtifigue préalable. Pour que les objectifs
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fixés dans le cadre du Life puissent étre atteicdspprendre les processus qui contribuent au
succes des renforcements de populations naturellesle la création de populations chez
Biscutella neustriacaconstitue I'étape préalable a toute opération daservation et va

constituer I'objet principal de cette these.

La présente introduction vise a établir le cadrecelite these et plus globalement celui de la
conservation des populations d’espéces en dédimpdtant du cas général pour arriver au cas
particulier de Biscutella neustriacaon s’attachera d’abord & comprendre les mécanismes
responsables du déclin des especes et a décrireepesses offertes par la biologie de la
conservation. On s’intéressera ensuite plus pégreument aux notions d’adaptation locale et de
dépression hybride qui sont a I'origine de vérigaldilemmes pour la mise en place des mesures
de conservation actuelles. Enfin, on s’attarderalayrésentation de I'espéce cilBéscutella

neustriacaavant d’annoncer le plan du manuscrit.

A. Contexte général : les facteurs d’extinction des péces

1. Causes ultimes & causes proximales d’extinction

L’extinction ou le déclin des espéces a généralémpenr origine des causes ultimes. Celles-ci
sont a l'origine de la raréfaction des especesn@ltare exogene, les menaces ultimes peuvent
étre liees a des variations environnementales ratrggonctuelles, les catastrophes naturelles
(Arceseet al. 1992 ; Kelleret al. 1994) ; néanmoins, elles sont aujourd’hui surtbeitnature
anthropique. Les principales atteintes a la biadi® résultent en effet de la destruction et la
fragmentation des habitats, la surexploitation réssources naturelles incluant chasse, péche et
exploitation des foréts primaires, l'introductionespbéces exotiqgues pouvant conduire aux
invasions biologiques, la pollution des habitatsesdes interactions entre ces différentes causes
(Diamond 1989 ; Caughley 1994). Outre ces impactscid, le déclin des especes peut
eégalement étre lié a des co-extinctions ou casdaokinctions €f. rivets avion avant-propos).

Si ces multiples atteintes peuvent causer la dggirudirecte d’especes, elles diminuent le plus
souvent le nombre des populations et leurs effec@ies populations affaiblies en nombre et
effectif seront alors atteintes par de nouvellesisea d’extinction considérées comme

proximales.
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Figure 2. Vortex d’extinction au sein d’une petite population (© Catherine Lippé, 2006)
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Parmi ces causes d’extinction proximales, on compte menaces stochastiques (c.-a-d.
imprévisibles) environnementales et démographiquasde, 1988 ; Sathest al. 2005) face
auxquelles les petites populations sont particeient vulnérables. La stochasticité
environnementale correspond a des fluctuationgaatéa du milieu (biotiques et/ou abiotiques).
Ces événements aléatoires causent des fluctuasiigadoires du taux de natalité et/ou de
mortalité. Plus la population est petite, plus des sont les probabilités que ce type de
stochasticité cause I'extinctioba stochasticité démographique a une influence tapte sur la
croissance des petites populations et, par consé&ue leur risque d'extinction. Elle résulte des
aléas dans les effectifs (May, 1973 ; Armbrustet.@hde, 1993) et dans la composition des
populations (fluctuations de la sex-ratio ; Caughl&#994; Landeet al. 2003; Saetheret al
2004). A chaque génération, chaque individu passe certaine probabilité de survivre et de
se reproduire. Plus la population présente undaglffiectif, plus la probabilité que les individus
meurent tous la méme année ou qu’aucun ne se epeodugmente (Lande, 1993). De méme,
la probabilité pour un individu de s'accoupler &$tctée par les fluctuations aléatoires dans la
sex-ratio et par la taille de la population (Legeret al.,1999; Stephenst al, 1999). Ainsi, une
sex-ratio biaisée (pénurie de males ou de femelbemdamne une petite population a
I'extinction. Outre ces événements stochastiques, les petif@glgtions sont vulnérables a
d’autres menaces d’extinction proximales parmi ledigs on compte la dérive génétique et la
consanguinité (Williet al, 2005). Ces dernieres vont induire le déclin aesdleur sélective
individuelle ainsi que le déclin du potentiel addiitdes petites populations (Wit al, 2006),

les entrainant dans un vortex d’extinction (fig@je

2. Dérive, consanguinité & vortex d’extinction

Le déclin de la valeur sélective individuelle déss petites populations est lié a la consanguinité
et a la dérive génétique, c'est-a-dire la fixatistochastique d'alléles (Charlesworth &
Charlesworth, 1987; Barrett & Kohn, 1991; Boyce949ElIstrand & Elam 1993). D’aprés
Wright (1977), le déclin de la valeur sélective pansanguinité, ou dépression de consanguinité,
a pour origine l'augmentation de 'homozygotie widuelle pour des mutations partiellement
délétéres ou pour des alleles a des loci présentarvantage hétérozygote. Le déclin de la
valeur sélective par dérive, ou fardeau de déregrespond a la fixation aléatoire d’'alleles
récessifs a effet délétere (Lynch & Gabriel, 1990arleswortret al, 1993; Whitlock, 2000). En

plus de son impact direct sur la valeur sélectiveividuelle, la dérive génétique entraine
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également I'érosion de la variation génétique aatayet des populations (Willi, 2006).
Lorsgu’elle ne concerne pas des alleles délétéadsxation aléatoire d'alleles peut affecter le
potentiel évolutif des populations par réductionaldiversité allélique (Ouborg & Van Treuren,
1994). On s’attend donc a trouver chez les pepitgmilations une capacité réduite d’adaptation
a de nouvelles conditions environnementales (pam@ke, Heschel & Paige 1995 ; Lande,
1988 ; Reed & Frankham, 2003 ; Templetehal, 2001). Ce potentiel évolutif réduit est
particulierement préoccupant dans le contexte hctlue changement climatique global,
I'extinction pouvant étre accélérée par l'incagadés populations a répondre a la sélection
(Blows & Hoffmann, 2005 ; Davist al.,2005). Le déclin du potentiel adaptatif des pofartes
peut également étre exacerbé par la dépressionrdamguinité mais aussi par les effets Allee.
Si ceux-ci n‘alterent pas directement la variatg@nétique, ils diminuent la valeur sélective
individuelle, par suite le taux de croissance depdgulation. Or ce dernier joue un roéle

déterminant dans la vitesse de réponse a la s#idtiynch & Lande, 1993).

3. L'effet Allee

Le taux d'accroissement démographique des petiasations peut étre affecté par I'effet Allee
qui constitue un des principaux meéecanismes affederviabilité des populations menacées
(Dennis, 1989; Deredec et Courchamp, 2007). L'effété démontré initialement en 1949 (Allee
et al, 1949). Il traduit une relation positive entretddle ou la densité d’une population et i) la
valeur sélective individuelle (« Alleeomponent »pu ii) le taux de croissance de la population
(« Allee démographique » ; Stephesisal, 1999). Cette relation implique I'existence d’'weus
critique en deca duquel la population risque lestiion. Cet effet peut prendre de nombreuses
formes pour les individus de petites populatiotisgeque I'augmentation du risque de prédation
(Andrewartha & Birch, 1954 ; Birkheaet al., 1977 ; Cluttonet al., 1999), la diminution de
I'efficacité dans la recherche de nourriture (W&rdahavi, 1973 ; Creel & Creel, 1995) ou dans
la défense des ressources, ou encore la réduaidefiicacité de reproduction (Andrewartha &
Birch, 1954 ; Dennis, 1989). Cette derniére petg 8€e a la difficulté accrue de trouver un
partenaire pour la reproduction dans les populatioetites ou peu denses (Gascoighal,
2009). Chez les plantes, les petites populationsgre par exemple étre peu attractives pour les
pollinisateurs et présenter de faibles taux deuteétption des pollinisateurs (Agren, 1996 ;
Byers & Meagher 1992 Goverdeet al., 2002; Johnsoret al., 2004), notamment lorsque

d’autres espéces de plantes plus attractives $eamt en méme temps (Johnsen al.,
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Encadré 1-L’auto-incompatibilité

L'auto-incompatibilité (self incompatibility SI) est un mécanisme génétique répandu chez les
Angiospermes pour empécher I'auto-fécondation et les effets déléteres de la consanguinité
dans les petites populations (Takayama & Isogai 2005). Il promeut la pollinisation croisée, en
empéchant |'auto-fécondation et la fertilisation croisée entre les individus appartenant a un
méme groupe d’incompatibilité. On distingue deux types de systemes d’auto-
incompatibilité : hétéromorphe ou homomorphe, selon que les groupes d'incompatibilité
sont associés ou non a des différences dans la morphologie des fleurs. Dans ce dernier cas,
les groupes d’incompatibilité sont définis par des états alléliques différents au locus
d’incompatibilité ou locus S (Hiscock et al. 2003). Dans le cas du systeme d’incompatibilité
homomorphe, la reconnaissance entre individus appartenant au méme groupe
d’incompatibilité est contrélée par un unique locus, le locus S. Ce dernier code pour des
protéines impliquées dans la reconnaissance moléculaire entre pistil et pollen (Takayama &
Isogai 2005).

On distingue deux formes génétiques de Sl : gamétophytique (GSI) et sporophytique (SSI)
Dans les deux systemes, la réaction d’incompatibilité se produit en cas de reconnaissance
pistil-pollen, soit quand la spécificité exprimée a la surface du pollen correspond a la
spécificité exprimée a la surface du stigmate. Dans le type GSI, la spécificité du pollen est
controlée par son propre génotype haploide au locus S, alors que dans le type SSI, la
spécificité du pollen est commandée par le génotype diploide de I'anthéere parentale dans
laquelle il a été produit (Castric & Vekemans, 2004). Dans ce dernier cas, les croisements
auto-incompatibles ne sont pas toujours réciproques, des relations de dominance pouvant
exister entre les alleles S. Chez les Brassicaceae, on trouve le type SSI (Takayama & lsogai

2005).
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2003). Chez certaines especes, cela peut réduinevéau de pollinisation croisée, par suite,
augmenter le taux d'auto-fécondation et la condangu(Jennersten, 1988; Menges, 1991;
Lamont et al, 1993; Van Treurenet al.,, 1994). Chez les espéces auto-incompatibdés (

encadré 1), s’ajoute un autre effet Allee, I'ekteB-Allee » (Wageniust al.,2007).

4. Auto-incompatibilité & petites populations

De nombreuses espéces végétales menacées somcaumpatibles (exemple d€entaurea
corymbosgColas et al., 1997Brassica insulariGlémin etal., 2005)...). Or les effets positifs
des systemes d’auto-incompatibilité, censés emraia fécondation croisée en limitant la
reproduction entre apparentés, semblent atténuéslels petites populations (Cartwright, 2009).
En effet, chez les espéces présentant un systemepdmduction auto-incompatible, la dérive
génétique peut induire une réduction de la diversitiéligue au locus d’incompatibilité
(Yokoyama & Hetherington, 1982 ; Busch & Schoe)&0Schierupet al.,1997). Le potentiel
reproducteur s’en trouve alors réduit, en raisamal' moindre disponibilité en partenaires
compatibles (Byers et Meagher, 1992; De Maetal, 1993 ; Vekemanst al., 1998). Une
relation positive entre I'‘effectif des populatiopsr suite le nombre de partenaires compatibles,
et le succes reproducteur maternel a ainsi étérémnil s'agit de I'effet S-Allee (Wageniuet

al., 2007}. La probabilité d’extinction des espéces autodimpatibles pourrait ainsi étre
augmentée par rapport aux especes ne possedare pgsteme. En particulier, les travaux par
simulations de Leviret al., (2009) montrent que les populations avec un syst88I seraient
plus enclines a une rapide extinction que les s avec un systéme GSI, surtout lorsque la

diversité S est faible (4 alleles S dans I'étude).

Outre l'effet S-Allee, des études théoriques suggfeque la dépression de consanguinité dans
les petites populations peut étre accrue chez dpgces auto-incompatibles, par la liaison

d’alleles déléteres au locus S (Glematral.,2001). En effet, la sélection naturelle élimineimso

! L auto-incompatibilité peut aussi constituer untéag limitant du succes reproducteur dans de gsapdpulations

en cas de faible diversité génétique (Ektmal. 2007), ou encore en cas de structuration génésipatiale chez les
especes dispersant mal (les individus les plushe®alans I'espace sont plus susceptibles d'étenpatibles ;

DeMauroet al.,1993).
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facilement les mutations délétéres proches du Id@ufJyenoyama, 1997). Cela tient au
fonctionnement méme de l'auto incompatibilité, st que les états alléliques rares au locus
d’'incompatibilité sont avantagés puisqu’ils permett aux individus qui les portent de se
reproduire avec presque I'ensemble de la populatioeite sélection fréquence-dépendante
négative au locus S agit également sur les gegss(Gastric & Vekemans, 2004). Le taux
d'hétérozygotie élevé au locus S, mais aussi atixgld y sont liés (Kamaet al., 2007), ainsi
que le taux de recombinaison faible dans la régianlocus S (Casselmaet al, 2000;
Charleswortret al, 2003) réduisent également I'efficacité de l&stbn naturelle a éliminer ces
mutations délétéres liées génétiquement au locmgatthpatibilité (Glémin, 1999). Celles-ci
pourraient ainsi se maintenir en fréquence beaugup élevée gqu’en I'absence de systeme

d’'incompatibilité.

En réponse a 'ensemble de ces facteurs environmame génétiques et démographiques qui
ont un impact négatif sur la viabilité des popwas, la biologie de la conservation propose

différentes mesures, notamment la restaurationtiggieé

v Le déclin actuel des especes a pour principalgines des causes anthropiques.
Si les menaces anthropiques peuvent entrainer esteudtion directe des espéces,
elles agissent le plus souvent en fractionnanptgaulations et en diminuant leufs
effectifs.

v Les populations d’effectifs réduits présentent degues accrus d’extinction via 1)
une plus grande vulnérabilité aux facteurs stoaipaess, 2) la diminution de la valeur
sélective individuelle par dérive, consanguinitéfets Allee et potentiellement
accentuée par le régime reproducteur et 3) la ti@atude leur potentiel adaptatif.

v' La vulnérabilité des petites populations peut &terue par I'auto-incompatibilité.
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B. Problématique : Les réponses de la biologie de lamservation au déclin
des especes et ses dilemmes

1. Les méthodes de conservation de la biodiversité

Afin de préserver les espéces menacees, plusieesaras de conservation peuvent étre prises.
Parmi ces stratégies on compte : la conservatisitu des écosystemes ou d’especes cibles dans
leur habitat naturel ou semi-natyrel conservatiormx situdes ressources génétiques des espéeces
(Cohenet al, 1991 ; Maunder & Byers, 2005) ou encore I'écode la restauration et la

restauration génétique.

La conservationin situ de la faune et de la flore consiste a protégeblthh des espéces, en
constituant des aires protégées. En réduisant ressipns anthropiques sur les populations
naturelles, elle assure le maintien des especéssailans leur habitat naturel ou semi-naturel
ainsi que la conservation de la diversité globdléchelle du géne, des populations, des espéces

et des communautés vivant dans ces aires.

La conservationex situdes ressources génétiques des especes peut épkmamtaire de la
conservationin situ (Cohenet al., 1991 ; Maunder & Byers, 2005) ou le moyen d'une
sauvegarde d’'urgence (Guerraaital., 2004). Elle repose sur la mise en culture descespé
menacées d’extinction, par la création de bangeegedmoplasmes, de graines, de pollens, de

plantules, de culture de tissus, de génes...

L'écologie de la restauration et la restauration géétique sont aujourd’hui intégrées dans la
plupart des programmes de conservation de la eoslteé (Jordaet al.,1988 ; Bradshaw, 1993,
Clewell, 1993 ; Dobsomt al., 1997) Il s’agit de (ré) introduire des especes dans kabitat
naturel ou dans des zones gérees ((ré) introdyctien restaurer leBux de geneqcorridor
biologique), d’augmenter la taille et la diversidés populations fragmentées en déclin par
I'introduction d’autres individus (renforcement) encore de déplacer des individus dans un lieu
plus favorable (translocations) (Godefraad al., 2011 ; Akeroyd & Jackson, 1995 ; IUCN,
1998).

L’application de ces stratégies de conservatiomrsste au préalable la définition d’une stratégie

de conservation, a commencer par l'identificaties dnités de conservation.
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2. Les unités de conservation

L’étude de la diversité génétique neutre est uil oaportant de la biologie de la conservation.
Elle contribue a I'estimation de paramétres esslentioncernant I'état des populations (niveau
de consanguinité; Lynch & Ritland, 1999), leur dis# (anciens goulots d'étranglement ; Luikart
& Cornuet, 1998) et les relations actuelles et @as®ntre populations (Lynch & Ritland 1999).
Ces informations peuvent étre utilisées pour idienties unités de conservation (Moritz, 1999).
Néanmoins, leur utilisation seule peut s’avéreruffisante pour définir des unités de

conservation pertinentes.

Un des principaux objectifs de la conservation d'@spece en danger consiste a préserver et
restaurer sa diversité génétique, soit assuraursgeet/ou son adaptabilité a long terme (Ritit
al., 2001). En d’autres termes, il s’agit d’enrayemfiact des alléles délétéres et d’améliorer la
diversité génétique adaptative. En se basant bypdthése que maximiser la variation des
marqueurs génétiqgues moléculaires procurerait apxlptions relictuelles un meilleur potentiel
évolutif et réduirait les conséquences négatives cdaesanguinité, les généticiens de la
conservation ont d’abord conseillé de préservepltgsulations les plus divergentes (Morétz
al., 1999) ou celles possédant le meilleur niveau d@at@n génétique aux marqueurs neutres
ou d’hétérozygotie (Vrijenhoek, 1994). Le méme aareement conduit a recourir au transfert
d’'individus en provenance d'autres populations poemforcer la diversité génétique des
populations en déclin.¢. compensation des pertes d’hétérozygotie et denpmiyhisme) et a
puiser les individus dans des populations sourassguant. Mais il n'existe pas de bases
théoriques pour affirmer que la population ayanplles haut niveau de diversité génétique aux
marqueurs moléculaires ni que la population la digsncte génétiquement soient les meilleures
sources génétiques pour le renforcement (Mcitagl, 2001). En particulier, la différenciation
aux marqueurs moléculaires ne reflete pas nécessait les différences dans des traits

biologiques importants (exemples Kartual., 1996 ; Gebremedhin, 2009).

La diversité génétiqgue adaptative concerne la tranggénétique qui affecte la valeur sélective
(Kohn. et al., 2006). La variation aux loci d'adaptation permet populations de répondre aux
variations de I'environnement tel que le changensémtatique ou I'exposition a un nouvel agent
pathogene par suite, elle influence leur persigtdReusch & Wood, 2007; Hoffmann & Willi,
2008). Le maintien de la variation génétique adagaeprésente donc une stratégie pertinente
de conservation (Lande & Shannon, 1996 ; Reed &Kkfram, 2003 ; Crandadit al. 2000). Les
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populations qui présentent la plus grande diveradaptative chez une espece en voie de
disparition pourraient étre ciblées en conservati@nandallet al.,2000 ; Radeet al.,2005). La
variation génétique adaptative doit donc jouerala essentiel pour l'identification des unités de
conservation (Crandall, 2009; Festa-Bianchet, 2@@&wartz, 2009).

Le recours a des approches multiples, incluanidétde la diversité génétique neutre des
populations mais aussi I'étude de leur différencragcologique serait ainsi plus pertinent pour
identifier des unités de conservation ainsi que skeatégie de gestion (Gebremedhinagt
2009). Au-dela du choix de la diversité génétiquméserver, la prise en compte des divergences
adaptatives et neutres entre populations au seimedespéce va étre cruciale pour garantir le
succes de mesures de restauration génétique tglles renforcements, introductions et

translocations.

3. Stratégies de conservation

L’introduction de matériel génétiquieg. graines ou individus) étranger pour restaurer les
populations et augmenter la biodiversité est dewame pratique courante de la conservation.
Selon Primack & Drayton (1997Mne introduction peut étre considérée comme réusset
seulement si elle donne lieu & une population klgia, c’est-a-dire une population qui croit en
effectif et en surface et qui donne tout indiceeligi'persistera dans les décennies a venir, dans
la limite temporelle de viabilité de I'habitat poumne population végétale, dans la fenétre offerte

dans la succession écologique.

L’origine génétique du matériel introduit influentes capacités de colonisation et de
persistance des populations créées (Polans & AIE®89). En effet, pour que les individus
introduits puissent s’établir et se maintenir, des premieres conditions est qu’ils ne soient pas
contre-sélectionnés dans leur nouvel environnen@mies populations peuvent avoir développé
des adaptations locales a leur environnement drerigdans ce cas, la sélection différentielle a
fixé localement un phénotype optimal indépendamndest conséquences de ces traits pour la
valeur sélective dans d’autres habitats (Van Tiedel990; Alpert & Simms, 2002). Les
individus déplacés peuvent alors étre mal adaptgescanditions écologiques nouvelles de leur
environnement d’introduction. Chez les plantesa galut se traduire par des taux de germination
faibles et/ou une surmortalité des individus intritel (Keller & Kollmann, 1999; Keller,
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Figure 3. Le dilemme du « Mix or Match » : conséquences des transferts d’individus dans le cadre
d’un renforcement, en fonction de I'origine des individus introduits.
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Kollmann & Edwards, 2000). De plus, si les plantgsoduites parviennent a survivre, d’autres
probléemes peuvent survenir tels que des dysfonatiments des interactions plantes-animaux
(exemple de la résistance aux phytophages, de mahsynisation floraison-activité des

pollinisateurs,...).

Dans le cadre de renforcements, l'introgressiongédees étrangers peut menacer
I'intégrité génétique des populations indigenesli@e Kollmann & Edwards, 2000). En
particulier, les croisements entre individus locaetx introduits peuvent conduire a de la
dépression hybride. La dépression hybride corras@oia réduction de la valeur sélective de
descendants de croisements entre individus gémétignt divergents (par exemple, issus de
deux populations éloignées). En général, deux nsmas non exclusifs peuvent expliquer la
dépression hybride (Schierup & Christiansen, 1996): le «mécanisme extrinseque » (ou
écologique), qui est aussi appelé «l'effet de idilut, qui s'observe en cas d’adaptations locales
divergentes des populations parentales ; les ddanen des croisements, porteurs de genes
migrants, présentent une valeur sélective pluddajue leur parent local parce que ces genes
produisent un phénotype mal adapté au nouvel emwnrment (Waser, 1993) et (2) le
«mécanisme intrinseque » (ou physiologique) quilltésde la divergence dans I'architecture
génétique des individus parentaux par dérive ggmétou sélection ; ces architectures peuvent
étre rompues chez les descendants des croisenaggsnteractions épistatiques positives sont
cassees au sein de complexes de genes co-adapihe$,(11991), tandis que des interactions
épistatiques délétéres peuvent apparaitre. Ceslépneb concernent les renforcements ou
individus natifs et introduits se croisent, maissdes introductions si les individus transplantés

proviennent d’origines multiples.

Dans ce contexte, I'un des dilemmes majeur destaugation génétique réside dans celui
du «Mix or match» (Lesicat al., 1999) : faut-il privilégier i) I'introduction demélanges" de
génotypes a partir de sources différentes afin deimiser la diversité génétique (stratégie du
mélange, « mix ») ou ii) I'introduction de plantesales dont I'habitat d’origine et la génétique
concorde avec celui de la population a renforcedewhabitat de réintroduction (stratégie de

correspondance, « match »§?. figure 3 pour résumé).
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4. Le dilemme du « Mix or match » : mélanger ou faireconcorder

Pour simplifier la présentation des stratégiegrdtitves de conservation des populations,
on se place dans le cas de figure d’'une populalbor le déclin démographique avéré se traduit
par une baisse de la densité des individus aveccdeséquences démontrées sur la valeur

sélective.

Le recours au renforcement par des accessionssisbaatres populations n’'est pas
nécessaire si la variabilité génétique intra-papaaest suffisante, voire indésirable si la
conservation de la différenciation génétique elgsepopulations est un enjeu de conservation
(Gordon, 1994). L'augmentation des effectifs etaldensité par un plan de gestion de I'habitat
adapté favorisant en particulier le recrutementjeeses individus ou I'auto-renforcement direct
(c’est-a-dire le renforcement par des individusigsge la population a renforcer et préalablement
multipliés) constitue un choix optimal si la tailkkke la population est suffisante pour limiter

dérive et dépression de consanguinité.

L’'auto-renforcement, en plus de réduire les effdise, peut permettre une redistribution
de la variation génétique au sein de la populateite stratégie peut étre particulierement
intéressante dans les petites populations qui piE&seune organisation en patchs et dont la
dispersion est limitée (barochorie, entomophilig).redistribution des génotypes lors de 'auto-
renforcement permet de réduire la consanguinitéesn des patchs mais aussi I'effet S-Allee

dans le cadre d’'une espéce auto-incompatible.

Selon Edmands (2007), le recours au renforcememiaréir d’individus d’origine
étrangere serait préconisé uniquement pour les lgiigms qui souffrent clairement de
dépression de consanguinité et apres avoir tesigapé au moins deux générations les effets de
croisements. Ces derniers points sont discuté&aarkhamet al. (2010). Selon les auteurs, de
nombreuses petites populations sont en déclin ga@sles données concernant les effets de la
consanguinité soient disponibles; le temps négesspour collecter les données de
consanguinité et entreprendre les croisements gieatrmenacer le sauvetage de nombreuses

petites populationdEn cas de faibles risques de dépression hybrideggugeurs suggerent d’agir

? Le maintien de plusieurs populations isolées peugftet augmenter la diversité génétique globatdes
différences alléliques peuvent étre préservées ldamsemble du groupe de sous populations (Chet988). La
sous-division des populations peut étre néceskagque des processus instables ont lieu (Wricg¥8,111988).
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rapidement plutét que d'entreprendre des croisesneémiximiser la similarité génétique et

adaptative entre populations sources et populafioesforcer serait alors la stratégie optimale.

Dans le contexte de renforcement de populatione faox risques de dépressions
hybrides, le recours a des individus d'origines tiplds n’est pas recommandé. Néanmoins,
dans le cadre des (ré)-introductions, I'analysdidgbaphique de Godefroiet al. (2011) montre
que leur succes serait supérieur lorsque des nedang différentes populations sources sont
utilisés. Cependant I'étude porte sur le succésrabgidus introduits et ne tient pas compte de
celui de leurs descendants. Or les risques de siprehybride pourraient entraver le succés des
introductions a plus long terme (Montalgbal, 1997; Storfer, 1999), voire mettre en danger les
populations locales environnantes. Godefigtidl. (2011) préconisent donc que les populations
composites créées soient suffisamment éloignéegrg@oiquement des populations naturelles

existantes pour empécher les flux de genes.

Pour définir les unités de conservation comme pb&laboration du choix des
populations sources dans le cadre de renforcensenime de réintroductions, il est primordial
de détecter si les populations présentent des a@days locales et a partir de quelle distance

génétique les risques de dépression hybride desgmon négligeables.

D
(72}

v' Parmi les méthodologies de la biologie de la carsiem en réponse au déclin d
especes, deux méthodes essentielles sont le ttads$felividus pour renforcer les
populations en déclin (renforcement) et la créatiempopulations (réintroduction).

v' Ces transferts d'individus dans le contexte d’espémenacées qui présentent|de
petits effectifs et un potentiel évolutif réduituséve la question de I'adaptabilité des
individus transplantés dans leur environnementtidiguction.

v' Le choix de la stratégie de renforcement dépendlétet de la population cible
néanmoins cette donnée n’est pas toujours accessibl méme il est difficile d

définir un seuil a partir duquel opter pour l'awemforcement plutét que |
renforcement par des individus étrangers.

O
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Figure 4. Corrélation entre 'ampleur de la dépression hybride et la divergence génétique (dépression
hybride intrinséque) et/ou écologique (dépression hybride extrinséque) entre parents
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C. La prise en compte en compte de I'adaptation localet de la dépression
hybride en conservation

La littérature scientifique souligne de plus ensdlimportance de prendre en compte les risques
potentiels de dépression hybride en conservatida etainte de la dépression hybride aurait
actuellement tendance a entraver le recours disation de mesures de gestion qui pourraient
pourtant participer au sauvetage génétique deslgtams (Templeton, 1986; Thornhill, 1993;

Edmands, 2007 ; Frankham, 2011). Estimer les dérergs entre populations, connaitre
I'étendue et les échelles de l'adaptation localder@ient a déterminer les déplacements
d’individus envisageables sans conséquence négstivda valeur sélective des populations

introduites et renforcées (Hufford & Mazer, 2003).

1. Mesurer la divergence entre populations

1 Distances géographiques, génétiques, phénotypijuEsologiques : généralités

La mesure de la divergence entre les populatioss @u’entre leurs habitats doit étre une étape
clé pour la mise en place des mesures de consmrvafampleur des divergences constitue le
premier indice a prendre en compte dans la réussit®chec de I'établissement des individus
dans leur environnement d’introduction, et la reloicdion entre individus natifs et introduits
dans le cadre d'un renforcement ou entre les @ifitss origines utilisées pour une
réintroduction. En effet, des études montrent ¢arapleur de la dépression hybride est corrélée
a la distance entre populations parentales (figreDe méme, I'établissement d’individus
introduits dans leur nouvel environnement est doomié par la distance écologique entre leur
habitat d'origine et I'habitat d’introduction. Pairntes estimateurs de divergence entre

populations, on compte les distances géographigeetygiques, génétiques et phénotypiques.

Les distances géographiques entre populationsitterst!'un des plus simples indicateurs de la
divergence entre populations. Des études portant'aiaptation locale a différentes échelles
géographiques ont ainsi souvent mis en évidencerelaéon négative entre la distance a la
population source et le niveau d’adaptation a t@ donné (Joshét al., 2001). Ceci a laissé
penser que des génotypes géographiquement proehesiaiht étre utilisés dans la restauration
des populations (Vergeet al., 2003; Walkeret al., 2004; Knapp & Rice, 1997 ; Lesica &
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Allendorf, 1999). Néanmoins, I'hétérogénéité duienilou grain de I'environnement en rapport
au flux de genes va conditionner I'échelle des tadams locales plutét que la distance
géographique. Les distances géographiques ne pewd@mc servir d’approximation de
divergence évolutive que dans les cas démontissatinent par la distance ou, apres étude de la

divergence adaptative, si les clines environnenuarita sont corrélés (Edmands, 2002).

La divergence génétique, basée sur I'étude de Varglié neutre (marqueurs génétiques
moléculaires) permet d’estimer les relations atésedntre populations (Lynch & Ritland, 1999 ;
Latta & Mitton, 1997) mais aussi depuis combiertataps les populations ont été séparées (Nei,
1987). Lorsque ce temps est important, des dift&®rbiologiques ont pu s'étre accumulées.
L’ampleur de la dépression hybride intrinsequedé&stleurs corrélée avec ce type de divergence
(figure 4).

La divergence phénotypique est estimée par un drieaie mesures de traits morphologiques.
Elle peut étre un indicateur de divergence adajetai les traits sont sous sélection (Venadtle
al., 1998) ou de divergence dans l'histoire des poparatisi les traits sont suffisamment

nombreux, neutres et indépendants (Diniz-Féhal.,1999)

Enfin, compte tenu de l'importance de I'environnem®mme force sélective (Endler, 1977), la
mesure des différences (distances) écologique® drabitats (climat, altitude, type de sol,
etc,...), indépendamment de la distance géographigsie,un prédicteur de la divergence
adaptative des populations (Montalvo & Ellstrand@@(Q Montalvo & Ellstrand, 2001 ; Pett

al., 2001 ; Bishoffet al, 2006). Bien que de telles mesures soient péigiement utiles pour
prédire la dépression hybride extrinseque, elleatnété utilisées que rarement en biologie de la
conservation (Montalvo & Ellstrand, 200Rutter & Fenster, 2007). L'absence de référence
méthodologique et leur complexité d'utilisation peapport a I'expression des distances
géographiques (difficulté pour identifier, choisiet mesurer toutes les variables
environnementales susceptibles d’exercer une presi sélection, difficulté pour exprimer les
distances écologiques, corrélation des facteursxp)iquent peut étre leur utilisation moins

fréquente.
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Encadré 2-Etudes des communautés végétales

Cette méthode est basée sur I'étude des différences dans la composition des communautés
végétales de chaque site étudié (exemple Antonovics et al. 1988 ).

La composition en especes de chaque communauté pondérée par I'abondance des especes
est utilisée pour caractériser les sites. Dans les relevés, chaque espéce est affectée d'un
coefficient d’abondance-dominance qui correspond a la fois a un taux de recouvrement au
sol et a 'abondance de I'espece dans le relevé ; on distingue huit niveaux d’abondance : i, r,
+,1,2,3,4,5 (échelle de Braun-Blanquet).

Echelle de Braun Blanquet Recouvrement
0 Espéce absente
Individu unique
Trés peu abondant recouvrement trés faible
Peu abondant recouvrement trés faible
1a5%
5a25%
253a50%
50a75%
75 & 100% les individus de I'espéce, en nombre variable, recouvrent
plus des trois-quarts de la surface occupée par le peuplement

Nos WP+ = =

Pour utiliser ces indices dans une analyse multivariée, I’échelle de Braun-Blanquet doit étre
convertie en niveaux ordinaux (selon Leps & Sminauer, 2003, ou selon van Der Maarel
1979).

Echelle de Leps- Sminauer Echelle de Van Der Maarel

[

[¥5)

e | b (= =
S [ L= I NN O R O}
nldswlra| =]+~

o

\O|oa|~1|th

L'utilisation d’une échelle ordinale (par opposition a une échelle quantitative) lors des
relevés floristiques complique les analyses effectuées sur ces données en raison des
propriétés mathématiques restrictives attachées aux données ordinales.

De plus, les tableaux de relevés pour des sites tres différenciés (diversité Beta élevée)
peuvent comprendre un grand nombre de données nulles, ce qui peut générer des
regroupements erronés basés sur 'absence commune entre sites d’une espéece plutét que
sur 'abondance des espéces présentes. Face a ces problemes différentes transformations

sont proposées dans la littérature (cf. annexe 2)
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2 Le cas des distances écologiques

En cas d’adaptation locale, on s’attend a trouvee welation négative entre la distance
écologique entre site d’origine et site d’introdantd’'une population et la valeur sélective des
individus transplantés. Or, si le calcul de la atise géographique entre deux sites est une
mesure plutdt ordinaire, qui s’exprime conventidlament de maniére euclidienne, le calcul de

la distance écologique pose un certain nombre aldémes.

Une premiére difficulté dans une telle démarchaleddans le choix des facteurs écologiques a
utiliser pour caractériser les sites. En effetexiste une multitude de facteurs écologiques
permettant de caractériser un habitat et de cowlirail’expression du phénotype, voire d’exercer
une pression de sélection susceptible de génésemdbptations locales. La sélection divergente
peut étre imposeée aussi bien par I'environnemaegtiduie,i.e. autres organismes avec lesquels la
population interagit (compétiteurs, herbivores,agides et pathogénes, mutualistes; Knight

& Miller, 2004) qu’abiotique (conditions climatigegédaphiques... ; Goldberg & Barton, 1992;
Billick & Case, 1994). Le choix des facteurs dewrae tourner vers les caractéristiques
écologiques les plus discriminantes entre sitesl paut étre difficile d’identifier et de mesurer
toutes les variables environnementales susceptiilsercer une pression de sélection. Par
ailleurs, les facteurs discriminants en soi ne guag forcément les plus discriminants pour
'espece. Une alternative, au choix des facteurslog@ues, a priori discriminants, est
I'utilisation de la composition en espéces des camsmtés végétales pour la mesure des
distances écologiques. Cette méthode repose daitlgue les communautés d’espéces sont
intégratrices des variations environnementalesegumipulations (Ter Braak & Schaffers, 2004;
Smith, 2009).

Une seconde difficulté réside dans le choix deshotds statistiques a utiliser pour le calcul des
distances écologiques. Une méthode d’étude deandest écologiques entre sites consiste a
représenter mathématiquement les sites dans upesdpadimensions réduites (comme le plan
généré par une ACP) de sorte que la localisatilative des sites refléte leur position relative le

long des axes de 'ACP (Dale, 1975). La distancaogique entre sites est alors déterminée
simplement par la distance Euclidienne entre lestipas des sites le long des axes (De’ath,
1998). Néanmoins, ce genre d’analyse n’est past@@dafetude des communautés végétales, du
fait de la nature des donnéesg (coefficients d’abondancef. encadré 2) ; et il n'y a pas de reel

consensus quant aux meéthodes a utiliser dans cd.egsndre & Gallagher (2001) et Podani
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(2006) s’opposent, par exemple, quant au choix ’A€HR pour des données d’abondance
dominance. Alors que I'AFC ou les DCA sont les plusitées, Legendr& Gallagher (2001)
proposent de transformer les données pour rép@uwkrexigences de I'’ACP et testent différents
types de transformations sur un méme jeu de donteedis que Podani (2006) propose une
méthode de clusters a notre connaissance encar@dre utilisée. En résumé, de nombreuses
techniques sont utilisées a I'heure actuelle, oertaenfreignant plusieurs regles mathématiques
de base ¢f. annexe 2), et aucun consensus n'a encore étéétriuas distances écologiques
obtenues peuvent varier selon la méthode utilisBeainexe 2) ; on peut donc s’attendre a un

biais lié a la mesure des distances écologiqueddks études des adaptations locales.

2. Détection de I'adaptation locale

1 Occurrence de I'adaptation locale

L'adaptation locale est commune chez les plantgan{mée par Linhart & Grant, 1996;
Schluter, 2000; Geber & Griffen, 2003), mais pasvenselle (Platenkamp, 1990; Leiss &
Muller-Scharer, 2001). En effet, la sélection nallerdivergentei(e. spatialement hétérogene)
ne conduit pas toujours a un patron d’adaptaticalé la présence de certaines forces pouvant
contrarier 'adaptation locale.

Ainsi, la théorie considére l'adaptation comme deultat de l'interaction entre sélection et
processus non sélectifs comprenant les flux desggéaeue dans Endler, 1977; Slatkin, 1985), la
mutation (Phillips, 1996) et la dérive génétiqueof & Kimura, 1970). En général, de faibles
flux de genesife. faible dispersion) (Kingsolvest al, 2002; Sultan & Spencer, 2002) et une
hétérogénéité spatiale des facteurs de sélectioiiqbe (par exemple attaque différentielle
d’herbivores; Sorlet al, 1993, de pathogenes, interactions allélopatkiquég ou abiotique (par
exemple conditions édaphiques; McGraw & Chapin, 9198erturbations, Hautekeetd al
2002 ; conditions climatiques Wagmaehn al., 2012, Hautekéetet al, 2009) favoriseraient
I'adaptation locale. Au contraire, des flux de gemldevés et/ou la variabilité temporelle de la
force et la direction de la sélection favorisertailnplasticité phénotypique et les phénotypes
généralistes (par exemple Sultan & Spencer, 202 encadré 3). L'existence d'un patron
résulatant d'adaptation locale malgré des flux&teeg €leves révélerait localement de tres fortes
pressions de sélection (examiné par Lenormand,;200Ray & Latta, 2002). Enfin, les alleles

ayant des effets adaptatifs faibles sont suscegtihiétre perdus par dérive (Crow & Kimura,
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Encadré 3- Adaptation locale et Plasticité phénotypique

L'adaptation locale et la plasticité phénotypique représentent des points d'extrémité dans
un continuum de réponses potentielles d'évolution a travers les habitats.

Dans le cas de I'adaptation locale, la sélection différentielle fixe localement un phénotype
optimal indépendamment des conséquences de ces traits pour la valeur sélective dans
d’autres habitats (van Tienderen 1990; Alpert et Simms 2002). Il en résulte un patron, tel
gue les génotypes d’un habitat donné présentent en moyenne une meilleure valeur sélective
dans leur propre habitat que les génotypes provenant d'autres habitats (Kawecki & Ebert
2004). Ce patron et le processus qui y mene définissent I'adaptation locale (Williams 1966).
Dans le cas de la plasticité phénotypique, les populations présentent un génotype
semblable mais une gamme de phénotypes différents selon les divers habitats (Alpert et
Simms 2002). La performance d’un individu dans les différents environnements est alors liée

a sa norme de réaction (GxE).

Génolype 1

A A .. A ¥

P a P b Génotype | P C

h h ’ h

; Gunonper ¢ - ;

o O - Génotype 2 0 —

- 8 3 2

t ( . L —_— .
— e e -_ Geénotype 2

v — v y — )

3 Génolype 2 3 ¥ -

P P P

e N e - € -

>

>

Environnement Environne ment Environnement

* Variabilité génétique

* Pas de variabilité environne mentale
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plasticité (GXE)

* Variabilité génétique

* Variabilité environnementale
(plasticité)

® Pas de variabilité génédrique pour la
plasticité (GXE)

* Variabilité¢ génétique

* Variabilité environne mentale
(plasticité)

* Variabilité géndtique pour la
plasticité (GxE)

a Pas de plasticité : variabilité phénotypique seulement dues aux différences entre génotypes.

b Plasticité : variabilité phénotypique due aux différences entre génotypes et aux différents environnements.

c Plasticité et variabilité génétique pour la plasticité : variabilité phénotypique due aux différences entre
génotypes, entre environnements et a leur interaction.

Enfin, il convient de noter que I'hétérogénéité de I'environnement favorise I'évolution de la
plasticité phénotypique adaptative. En I'absence de colts et contraintes de la plasticité, ou
selon un équilibre entre la migration et la sélection différentielle entre sites, un génotype
qui, dans chaque habitat produit le phénotype localement optimal deviendrait fixé dans tous

les demes. La plasticité phénotypique adaptive pourrait donc conduire a la différenciation

phénotypique adaptative, mais sans la différenciation génétique sous-jacente.
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1970). La dérive ou I'histoire des populations pEntvainsi générer un patron de différenciation
autre que celui attendu sous un schéma d’adaptatafe (Lynchet al.,1999).

En résumé, parmi les forces susceptibles d’entrbagaptation locale, on compte les flux de
génes homogénéisant (revus dans Endler, 1977;iri§latR85), la variabilité temporelle de

I'environnement, ou encore la dérive génétique.sduoe les processus adaptatifs et non
adaptatifs contribuent ensemble a la différenamtie la valeur sélective des populations, la
sélection devrait 'emporter sur les effets stotiljags et produire un patron d'adaptation locale
lorsque les environnements sélectifs des popukatmmntrastent fortement (Lande, 1976). A
l'inverse, lorsque les différences de sélectiont gdns faibles, les processus non adaptatifs

peuvent étre en mesure d'affaiblir voire d'empéthedaptation locale (ex Becket al,, 2006).

2 Meéthodes de détection

Les expériences de transplantations réciproques wo& maniere répandue d’examiner la
plasticité et 'adaptation locale (Kawecki & Ebe2004). Idéalement, ces expériences se font en
transplantant des individus issus des différentgsulations étudiées dans chacun des habitats
dont ils sont issus. Kawecki et Ebert (2004) dtient deux différents critéres pour détecter

I'adaptation locale dans de telles expériencédigure 5).

D’abord, le critere‘local vs. foreign”, (individu localvs. étranger) consiste a comparer les
performances de différentes populations au sein diéme habitat. En cas d’adaptation locale,
les individus natifs devraient en moyenne présemter meilleure valeur sélective que les non-
natifs. Ensuite, le critereHomevs. away” (chez soivs ailleurs) consiste a comparer la valeur
sélective d’'une méme population au sein de différérabitats. On considére alors qu'il y a
adaptation locale si chaque population a une nuedl@aleur sélective dans son propre habitat
(home) que dans les autres habitats (away). Néasmeelon Kawecki et Ebert (2004), ce
dernier critere pourrait confondre les effets deséection divergente avec les différences
intrinséques de la qualité de I'habitat. Par exemfad survie ou la fertilité d’'une population
adaptée de fagcon optimale a un habitat difficile denc présentant une valeur sélective
supérieure dans cet habitat par rapport a des ygg®tétrangers) peuvent néanmoins étre
accrues dans un habitat de meilleure qualitiasi selon les auteurs, la satisfaction du critere

local vs. foreign » mais pas du critére « howseaway » traduirait autant I'adaptation locale que
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Figure 5. Critéres de détection de I'adaptation locale ; a Satisfaction du critere “local vs. foreign”
(natif vs. étranger) ; b Satisfaction du critere “home vs. away” (chez soi vs. ailleurs) ; c Satisfaction
simultanée des deux criteres; les carrés correspondent a la valeur sélective moyenne de la
population originaire de I’'habitat 1 (population 1) ; les cercles correspondent a la moyenne de la
population originaire de I’habitat 2 (population 2)
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la satisfaction des deux critéeres. En d'autres éstni’adaptation locale ne se traduit pas
nécessairement par une valeur sélective maximaie Kaabitat d’origine, mais plutdt par une

valeur optimale. De telles transplantations somainngins souvent impossibles en pratique dans
le cadre d’especes protégées. Certaines alterpadive transplantations réciproques existent

dans la littérature.

Une alternative consiste a réaliser des « trantgilans réciproques » non pas dans les habitats
d’origine des populations mais en jardins expéritaax en conditions écologiques calibrées
(Control Test Environment, CTE ; Montalvo & Ellstidy 2000 ; Rutter & Fenster, 2007). Dans
ces expériences, en cas d’adaptation locale, tterstha ce que les plantes présentant la meilleur
valeur sélective soient celles dont I'habitat djore présente la plus grande similarité
écologique avec le site dintroduction (Schmidt &vin, 1985; Bradshaw, 1965, 1984).
L’adaptation locale peut néanmoins étre sous-estipa# cette méthode, certains facteurs clés
pouvant étre absents du milieu expérimental. Pameke, pour des raisons pratiques, les
expeériences sont souvent menées sous des condd®rcompétition réduite, négligeant la
communauté de plantes locales comme force potienpatticipant a I'adaptation locale. Or la
sélection naturelle implique des interactions djppes biotiques et abiotiques au sein d’un site
telles que conditions climatiques et édaphiquesmpetiteurs, herbivores, parasites et
pathogeénes, mutualistes (Goldberg & Barton, 1990icB & Case, 1994). Différents facteurs
peuvent contribuer a une telle sélection site-$igé& induite par les plantes voisines : la
coévolution et adaptation mutuelle, (Callawatyal., 2005), des interactions allélopathiques,
l'attaque différentielle des herbivores et pathageretc. La négligence de ces facteurs dans les
expérimentations de transfert d’'individus peut damduire une sous-estimation ou une sur-
estimation de I'adaptation locale. En revancheavemtage du recours au jardin expérimental est
de pouvoir tester directement le réle d'un faceEwironnemental particulier en tant qu'agent de
sélection divergente, en contrbélant certains fast&gologiques particuliers (Weider & Hebert,
1987; Belotte eal., 2003 ; Montalvo & Ellstrand, 2000; Rutter & Fesrst2007).

D’autres méthodes existent pour inférer I'adaptatmcale mais ne sont néanmoins pas encore
d’actualité en conservation ; c’'est le cas de nobogenétiques qui recherchent les loci

candidats & I'adaptation locale (Boren al., 2006¥. D'utilisation contraignante, ces méthodes

* Ces méthodes se basent sur une approche statigtijaensidére le degré de différenciation entrputations a
de nombreux marqueurs (microsatellites), voire ai@ment aux SNPs (single nucleotide polymorphisnas),
I'échelle du génome. Le principe sur lequel repasméthode est que tous les loci, sous I'hypothisaeutralité,
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nécessitent le séquencage du génome entier d'thaivissus des différentes populations, ce qui
peut s’avérer colteux et donc peu faisable en coasen. Une méthode moins contraignante et
plus répandue a I'heure actuelle consiste a compauadegré de différenciation des populations
dans les traits quantitatifs (Qst) a la différetiora aux marqueurs neutres (Fst) afin d’inférer
I'adaptation locale. Sous sélection divergent@iv@rgence dans les traits quantitatifs est censée
étre plus importante que Hifférenciation aux marqueurs neutres (Fst) (Rqge®86 ; Lande
1992 ; Prout & Baker, 1993). Néanmoins cette méhest peu adaptée et critiquable dans le
cadre d’'especes menacées ou le nombre de popslatgtnsouvent peu élevé, I'obtention
d’estimations fiables nécessitant plus de dix petans (Martinet al.,2008; O'Hara & Merila,
2005). Avec l'essor des techniques permettantaletrde grandes quantités de données comme
les séquences d’ADN et le génotypage a grandeléchieki que I'amélioration des méthodes
d’analyses basées sur la comparaison Fst-Qst fpanpme Ovaskaineret al, 2011), ces

méthodes génétiques pourront a l'avenir connaitree wtilisation plus importante en

conservation.

3. Détection de la dépression hybride

Les indicateurs géographiques, génétiques, phégolp et écologiquessnseignent sur la
divergence des populations ; il n’existe néanma@as de seuil de divergence type en-deca
duquel les risques de dépressions hybrides soégiigeables. L'échelle spatiale minimale au-
dela de laquelle la dépression hybride peut oplpend des capacités de dispersion des genes
ainsi que de I'hétérogenéité spatiale (Wasemrl., 2000). Ainsi la dépression hybride a été
trouvée au sein de petites aires géographiquesy @ein méme de populations chez des espéces
asexuées (Templetast al., 1976). Lorsque c’'est possible, il est donc soabdst de détecter
I'adaptation locale et la dépression hybride en rmdiun projet de renforcement ou de
réintroduction, plutdét que de tenter d’en deviriexistence sur des indices aussi maigres que la

distance géographique.

sont affectés de la méme maniére par I'histoire agraphique (dérive et flux géniques) mais qu'eranehe, la

sélection naturelle agit sur un locus en particulien cas de sélection naturelle positive, qui agitfavorisant
I'adaptation locale des populations, on s’attericbaver une plus forte différenciation génétique &ci soumis a

sélection. Par conséquent, les loci présentandammtion dans le degré de différenciation des fadjmns (loci «

outlier») seraient les cibles directes de la silacfou liés aux loci sélectionnés, par autostopgémdaire). En

utilisant cette méthode, Boniet al (2006) détecterent huit loci «outlier» potengatent impligués dans
I'adaptation a I'altitude ; il reste néanmoins ereca tester si laélection est bien responsable de la nature «coutli
de ces loci ; elle a également servi chez les husr{@arreiroet al.,2008).
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Tester la dépression hybride a l'intérét d’évaldeectement les conséquences des transferts
d’individus sur la valeur sélective des descenddetses croisements, par suite de guider le
choix des populations dans un plan de renforcemesd. croisements expérimentaux entre
populations sont le moyen le plus fréquent de needardépression hybride (Edmands, 2007).
Etant donné que la dépression hybride peut résuléerdeux mécanismes différents (les
incompatibilités génétiques d’une part, les divamgs adaptatives d’autre part), les méthodes et

criteres de détection vont étre eux aussi différent

Tout d’abord, la dépression hybride intrinséque tpétre étudiée en serre alors que la
composante environnementale doit étre testée dasscanditions naturelles (Waser, 1993 ;
Waser & Price, 1994). Ensuite, une deuxieme géoé@rale croisements est recommandée en
particulier pour la détection de la composante tigné de la dépression hybride. En effet, en
premiére génération de croisement (F1), les deseds possedent un jeu haploide complet de
chaque génome parental. La dépression hybride gre#tlétre alors attribuée a la rupture des
adaptations locales, a la sous dominance, ou daraations épistatiques (Edmands, 2007). Le
déclin de la valeur sélective serait d’avantagenall a partir de la deuxieme génération de
croisement (F2), lorsque des complexes de genadamtés sont rompus par la recombinaison et
gue des interactions épistatiques récessives de&dépparaissent. De plus, la dépression hybride
pourrait étre masquée par I'hétérosis en particdéms la génération de F1, ou les individus sont
hétérozygotes a un maximum de loci et ou I'hétéresrait donc la plus exprimée (Lynch, 1991;
Dudash & Fenster, 2000). Du fait de la présencenigilement importante d’hétérosis en
premiére génération de croisement, une deuxiemérgion de croisements peut étre également
utile dans le cadre de la détection du mécanismiecememental de la dépression hybride (voire

une troisieme, etc... ; Erickson & Fenster, 2006).

Enfin, il n'existe pas de définition standard ded@pression hybride, et cette définition est
variable selon le mécanisme de dépression hybadi.t Une méthode répandue consiste a
comparer la valeur sélective des descendants paomaa la valeur sélective moyenne des
parents (Edmands, 2007). D’autres définissent |laredSion hybride comme le déclin de la
valeur sélective par rapport a l'un ou l'autre desrents étant donné qu'un phénotype
intermédiaire peut étre moins bien adapté que chdes phénotypes parentaux (Saggtlal.,
2005). Néanmoins, lorsque la rupture des adaptatiocales est testéa situ, comparer la
valeur sélective des descendants par rapport @ dellparent local serait plagpproprié. Une

autre méthode consiste a comparer la valeur séedgs descendants par rapport a la valeur
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optimale mesurée (Agren & Schemske, 1993; Affre &offipson, 1999). On reproche
néanmoins a cette derniere méthode de comparemliurvsélective des descendants de
croisements a un optimum qui correspond a une vaaun’existe pas dans des conditions
naturelles ie. croisements entre populations) (Dudash & Feng@d0). Dans une perspective
de conservation, comparer la fithess des descengantapport aux génotypes parentaux intacts
serait plus pertinent pour déterminer si les croesets ont un effet positif ou non par rapport a la

population a renforcer.

v La divergence entre populations peut s’estimerdiéérents indicateurs tels que les
distances geéographiques, génétiques, phénotypiquegcologiques. Il n’existe
néanmoins pas de seuil de divergence type en-degéebles risques de dépressipn
hybride soient négligeables. Les croisements exmdriaux entre populations
permettent d’évaluer directement les conséquencesatange des populations sur|la
valeur sélective des descendants.

v' L’adaptation locale chez les plantes est communie pes universelle. Sa détection
n'est pas évidente dans le contexte des espécexée=m: les méthodes de détectjon
sont limitées et peuvent nécessiter le recourexpiession de distances écologiques
pour lesquelles il n’existe pas de méthodes deutatandard.
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Figure 6. Distribution en Europe Centrale des especes ou sous-espéces du complexes Biscutella
laevigata (extraite de Tremetsberger 2002 ; codes des populations : Co, Biscutella neustriaca
Bonnet ; RI, Et, Do, Biscutella laevigata subsp. subaphylla; No, Biscutella laevigata subsp. tenuifolia
(Bluff & Fingerh.) Mach.-Laur.; Go, Id, Be, Biscutella laevigata subsp. varia (Dumort.) Rouy & Fouc.;
Re, Biscutella prealpina Rafaelli & Baldoin; JU, DA, TA, RA, BE, ED, SL, PA, ME, GF, GR, FR, MO, VA, LI,
TO, LA, Biscutella laevigata subsp. Laevigata; Kl, He, Ho, Lo, Ag, Biscutella laevigata subsp. kerneri
Mach.-Laur.; Ha, Za, Tu, Ch, Biscutella laevigata cf. subsp. gracilis Mach.-Laur.; Gu, Biscutella
laevigata cf. subsp. Austriaca; Ga, We, Bu, Tr, Sc, Ge, Biscutella laevigata subsp. austriaca (Jord.)
Mach.-Laur.; Hs, Biscutella frutescens Cosson ; To Biscutella coronopifolia L.).

© 2013 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

D. Le modele d’étude :Biscutella neustriacaBonnet : Caractéristiques et
conservation

Notes : Lesdonnées et descriptifs présentés dans cette pamie été fournis par le

Conservatoire Botanique National de Bailleul (CBNRI le Conservatoire des Sites Naturels
de Haute Normandie ; ils ont été complétés patr@saux de these de JB. Leducq ainsi que par
les suivis réalisés dans le cadre de ma these Babooation avec les stagiaires qui se sont

succédés sur le terrain.

1. Classification et aire de répartition de I'espéce

Biscutella neustriacgBiscutelle de Neustrie ou Lunetiére de Neusteis) une dicotylédone de

la famille des Brassicacees (Bensetitial., 2002). Elle appartient au complexe d’espeBes
laevigata qui est réparti en Europe centrale et Europe du $obbwokudejo, 1992;
Tremetsbergeet al, 2002). La complexité du genBescutellarend la distinction des différents
taxons délicate (Olokokudejo & Heywood, 1984). Lelistribution souvent sur une aire tres
réduite évite néanmoins les confusion {ig 6). Biscutella neustriacast, comme son nom
I'indique, endémique de la Neustrie (royaume frgnc couvrait le Nord-Ouest de la France
actuelle). C’esta seule espéce présente en Haute-Normandie eg@hésalement dans le nord-
ouest de la France, ce qui évite les confusions Evkunetiere lisseBjiscutella laevigata L) ou

avec Biscutella guillonii Jordan. (Bensettitet al., 2002). Outre les aires de répartitions des
especes, la forme des feuilles, la présence osdiaie de glandes sont des critéres clés de la
détermination. Ainsi, les feuilles de la Biscutelle Neustrie ne présentent pas de glandes a la
base, contrairementB. laevigata; et les feuilles basales ne sont pas pennatifidesme chez

B. guillonii. Le statut d’espeéce d& neustriacaest néanmoins sujet a controverse, lI'espéece étant
parfois considérée comme une sous-espedg.ldevigataou tout simplement assimilée a cette
espece (Machatschki-Laurich, 1926; Tremetsbergddp2R Néanmoins, la répartition
géographique actuelle et passée de I'espéce (lssgpiciennes descriptions de la flore locale
datant du depuis le début du®Eeecle indiquent que la distribution 8e neustriacan'a jamais
dépasse la vallée de la Seine) renforce I'idée dalement par rapport au reste du comp@xe

laevigata.De plus, les premiers résultats d’'une étude phylioge réalisée au sein du GEPV par
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Figure 7. Aire de répartition de Biscutella neustriaca. Chaque disque représente un patch d’individus
et est proportionnel a son effectif. (Minimum : 3 ; Maximum : 721 ; cartographie issue de la thése de
JB. Leducq)
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Céline Pou% montrent une forte différenciation enBéscutella neustriact les autres groupes

du complexe étudiés (populations d’Auvergne et derBogne).

Concernant son aire de répartition actudiscutella neustriacast strictement endémique de la
vallée de la Seine. L'espéce est citée depuisnladi 18eme siecle dans la Vallée de la Seine
entre Romilly-sur-Andelle et la Roche Guyon. Aubisfprésente sur les coteaux et au niveau
des zones alluvionnaires, la Biscutelle de Nesistel persiste plus aujourd’hui que sur certains
coteaux de la rive droite de la Seine entre RomsilixAndelle (station la plus au nord) et
Amfreville-sous-les-Monts et sur une seule terradheviale sur la rive gauche (population G,
Fig.7). L'espéce n’'est représentée aujourd’hui que par ogesl populations fragmentées,
réparties en deux grands ensembles de populatistasits de 8km environ : un groupement «
Nord » comprenant les populations Bnl, Bn2, Bn® Bt un groupement « Sud » comprenant
les populations Bn5 et Bn6cf( figure 7). Au sein des populations, les individsent
généralement agrégés en patches (ou sous-popslationt les effectifs varient d’'une dizaine a
plusieurs centaines d’individus. On dénombrait gamsemble de I'espece, entre 2000 et 3000
individus en 2003 (BLONDELet al, 2003) contre 6000 individus au terme du projdée,L
renforcements et introductions compris (rappolfoiu projet LIFE, 2012).

2. Caractéristiques biologiques et Ecologie des habita

La Biscutelle de Neustrie est une espéce pérerh@ée de vie non déterminée (on suppose
néanmoins que les individus persistent plusieucgmides). Xérophile, héliophile et oligotrophe,
I'espece se rencontre sur des pelouses ouvertes;oieaux crayeux drainants en situation de
forte pente (35 a 50%), plus rarement sur des salllievionnaires de la Seine (Bensetital,
2002).

B. neustriacaest une espece hemicryptophyte formant une a phssiesettes. Des phénomenes
de "dormance végétative" peuvent s’observer (poEsede la souche souterraine sans
développement de rosettes de feuilles, ni de tayalé pendant un certain temps). La présence
de "rameaux" sous-terrain suggere que cette egmaese multiplier par voie asexuée mais la

reproduction est essentiellement sexuée. L’espsickeemaphrodite, allogame, entomogame et

4 Résultats issus de 'analyse de barcoding sur ke gdatk (technigue ABGD, Automatic Barcode Gap

Discovery) sur des biscutelles issues des popuakatie Normandie, d’Auvergne et de Bourgogne
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Figure 8. Caractéristiques morphologiques de Biscutella neustriaca. De gauche a droite et de haut en
bas: fleur et pollinisateur (Episyrphus sp.); hampes florales ; fruits (silicules); rosette. Les échelles
(barres horizontales) représentent 5 mm. (extrait de la thése de J.B. Leducq)
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auto-incompatible. Les travaux de these de JB. t@d2010) ont mis en évidence la nature
sporophytique du systeme d’auto-incompatibilité

La floraison chez cette espéece s’étend de marpi@msbre avec un décalage entre les pools
géographiques : période de floraison plus préceos tes populations sud (Avril-Mai) que dans
la population du nord (Mai-Juin dans les populaidn2, 3 et 4 et Juin-Juillet dans la
population Bnl). La pollinisation est assurée pgalement par des insectes généralistes tels
que des SyrphesEpisyrphuy, des Coléopteres, des Hyménopteres apoideés, ugselq
lépidopteres (Blondegt al., 2003). Les individus peuvent fleurir dés leur pien@ année en
culture mais en majorité dans leur deuxieme anné@maeditions naturelles. Les fleurs jaunes, de
nombre variable sont portées par plusieurs hampealdsramifiées de croissance indéfinie.
Chaque fleur contient deux ovules qui donneronéspécondation un fruit plat composeés de 2
silicules en forme de lunettes caractéristiquegelreBiscutella (Bensettitiet al, 2002 ;cf.
figure 8). La dissémination des graines, esseeti@ht de nature barochore, voire anémochore
est limitée dans I'espace (a moins de deux mégda glante mere). Leur viabilité, quasi nulle
aprés un an dans le sol, ne permet pas la cdimtittle banque de graines pérenne (Blordlel

al., 2003). Le recrutement des plantules a lieu augrips et en automne.

La Biscutelle de Neustrie est inféodée aux pelousdscoles desoteaux de la vallée de la
Seine. On la trouvera essentiellement au niveaypédesises écorchées ou des éboulis en cours
de fixation. La Biscutelle de Neustrie peut étrésente sur les éboulis\aola hispida(Violo
hispidae-Galietum gracilicaul)sou la compétition interspécifique est faible malie se trouve
surtout sur les pelousesPalsatilla vulgaris(ou les pelouses xérophilesSasleria caeruleade

la vallée de la Seind’(ilsatillo vulgaris-Seslerietum albicantiqui dérivent de ces éboulis par
fixation des pierriers. Ces pelouses écorchéesepi@st au stade initial des conditions
d’installation idéales pour la Biscutelle de Neigs{craie affleurant par plages). L'espece est
néanmoins d’avantage présente dans des pelousegs plus fermés, les pelouses mésophiles
ou les pelouses d'ourlets pourtant plus éloignéesah optimum de développement que les
pelouses xérophiles. Des pratiques pastorales sxésnet la transhumance des ovins, usages
aujourd’hui disparues permettaient lI'ouverture mlagries calcaires (pelouses paturées), par suite
I'installation de la Biscutelle de Neustrie. La carrence des espéces de pelouses ourlifiées ne
semble pas empécher le maintien des individus eoepl elle rend en revanche quasiment
impossible le recrutement des plantules, lorsqwédgtation herbacée est denfegnnexe 1).

Une population trouvée en 2003 sur la rive gaughladeine évolue dans un habitat tout autre,

une pelouse sur sables calcaréo-siliceux fixés @denion elongatae). Il semble que la plante
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Figure 9. Résultats des analyses de distances (divergence génétique de Nei) et analyses de clusters
(méthode Bayésienne, STRUCTURE) basées sur 9 marqueurs microsatellites chez Biscutella neustriaca
et distribution des haplotypes chloroplastiques MatK. La localisation des patchs au sein des
populations est indiquée par une couleur correspondant a un haplotype MatK. Les couleurs des
diagrammes a secteur sont proportionnelles aux nombres d’individus assignés a chaque cluster avec
K=2 (a gauche et en bas) et k=5 (a droite et en haut). NB. Bn4a appartient au patch 4NN sur la carte a
et Bn4nm au patch 4C (extrait de la thése de JB. Leducq).
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ait été autrefois plus abondante sur ces sablasi@iinaires mais cet habitat a pratiquement
disparu aprés les opérations de régulations des cleila Seine.

Les caractéristiques écologiques des habitaBisiatella neustriacaet leurs variations entre
populations ont fait 'objet d’'une étude approfandians le cadre de la présente thé&fe (

chapitre 2).

3. Structure des populations et Etat des populations

La structuration génétique des populations de €esBiscutella neustriacast connue grace
aux travaux de theses de JB. Leducq (2010). Pasniiravaux, une étude conduite entre 2007 et
2008 portait sur I'analyse de dix marqueurs mideliges et du gene choloplastique MatK chez
1751 individus (soit 60% de l'effectif de I'époquékes résultats de cette étude ont montré une
forte différenciation génétique entre les populaiau groupement nord et du groupement sud
(FGroupements/Total = 0.0903), ainsi qu’'une struciygeétique secondaire a l'intérieur des
groupements entre les populatior®0p/Groupement = 0.0405) et les sous-populatiB8s\s-
pop/Pop = 0.0409 cf. fig.9). Cette structuration génétique concordecala structuration
géographique et les capacités de dispersion lint&&espece et traduit un isolement par la
distance des groupements et des populations. léésmuligne ainsi la cohérence entre

I'arrangement géographique des populations etdeylogénie.

La forte différentiation génétique entre les graupats nord et sud s’expliquerait donc par la
distance géographique qui sépare les 2 groupen{8ntsm contre 5 km maximum entre
populations au sein des groupements) ; les flupalien limités entre les groupements par des
obstacles a la dispersion (champs ouverts et feu@tde plateau séparant les 2 groupements,
moins attractifs pour les pollinisateurs que leeaox calcaires) ou encore par un décalage dans
leur période de floraison pourraient renforcer eetifférenciation. De plus, les deux
groupements seraient issus de deux lignées mdesmtinctes. Un scénario proposé par JB.
Leducq pour expliquer la co-occurrence de ces dignées maternelles divergentes repose sur
la derniére glaciation. Les coteaux calcaires aataservi de zones refuge pour I'espéce dont la
distribution avant la glaciation devait étre plépandue. Deux lignées maternelles auraient ainsi

éte isolées en deux refuges.

Globalement, la structure des populations semlidelte¥ d’'un flux de génes plutdt continu de

proche en proche. Les résultats d’analyse de petendalisés au cours de cette méme étude
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population  sous-population A He Fi M
1
1a 4.226 + 1.509 0,609+0,142  0,026***
1bg 3.945 + 1.628 0,610+0,152 -0,100
1c 4.866 +2.239 0,627+0,197 0,062
2 4.085 +2.145 0,57010,252 -0,033
384
3 4.981 +1.859 0,670+0,149 -0,016
4a 5.430 £1.921 0,725+0,112  0.056**
4N 5.260 £ 2.194 0.661+0.141 0.091***
4nm 5.262 +2.248 0,651+0,154 0,014
4S 4.953 +1.828 0,626+0,152  0,090***
4SS 5.068 + 1.935 0,651+0,150 0,102***
5
5f 3.508 + 1.086 0,501+0,184  0,091***
5h 3.111+1.616 0,375%0,218 0,036
5i 3.544 +1.418 0,536+0,187 0,066*
5g 3.668 £ 1.381 0.477 £0.200 0.068
5d n.a. 0.586 +0.249 0.056
5c 4.060 £+ 1.747 0.486 £ 0.191 0.169*
5a 3.731+1.570 0,536+0,258 0,01
6
6hdi 3.883 £ 1.160 0,568+0,198 0,073
6g n. 0,548+0,108  -0,014
6f 4.074 + 1.802 0,55610,241 0,061*
6a 3.940 +£1.363 0,536+0,194 0,147***
6bc 4.345 £ 1.999 0,57010,262 0,034
G n.a. 0.731+0.277 0,241*
TOUTES 4,600+2,130 0,723+0,153

Tableau 1. Diversité génétique des populations de Biscutella neustriaca ; A, nombre moyen d’alléles

par locus, H. diversité génétique de Nei et F, coefficient de consanguinité de Wright

@) Résultats des tests de déviation des proportions génotypiques de Hardy-Weinberg : P-

value<0.001(***); <0.01 (**) ;<0.05 (*).

(2) les sous-populations en gras dans le tableau correspondent aux sous populations étudiées dans la

présente thése
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montrent que la majorité des croisements se fontsein des populations, avec quelques
événements de pollinisations entre sous-populatmigines. Il existe néanmoins des cas de
similarité génétique entre sous-populations gédugaegment éloignées et a I'inverse, une forte
différenciation entre des sous-populations congsgl&é présence de barrieres potentielles aux
flux de genes, comme c’est par exemple le cas @apspulation Bn4 (vallons boisés) serait

ainsi d’avantage responsable de la structure ggredties sous populations que les distances
géographiques. Des évenements de fondations rémenégalement pu générer localement des
mosaiques geneétiques ou au contraire une unifordeg populations. Des évenements de
fondation multiples récents de différentes soursesaient ainsi a l'origine de la mosaique

génétique de la population 5 tandis qu’un uniquénément de recolonisation expliquerait

I’'homogénéité génétique de la population 6.

Concernant I'état des populations, les analyseseftes dans le cadre de la thése de JB. Leducq
(2010) ont révéle des niveaux de diversité aux aicrosatellites significativement plus faibles
dans les populations du sud que dans les poputatdanNord: les estimations de la richesse
allélique varient de 3,95 a 5,43 dans les sousdptipns du nord et de 3,11 a 4,35 dans les sous-
populations du sud et les valeurs de la divergt#étque de Nei (H) sont comprises entre 0,57
et 0,73 dans les sous-populations du nord cong@ &, 0,59 dans les sous-populations du sud
(cf. tableau 1). Une corrélation significative a étéuweée entre ces niveaux de diversité
génétique et le logarithme de la taille des soumifagions (richesse allélique ?=0,239 ; P
<0,05 et diversité génétiqué = 0,244 ; P <0,05). A taille équivalente, la divErsdes

populations du groupe sud restait inférieure geahll groupement nord.

Leducq J.B. suggérait un lien entre I'état des patans et leur écologie : des sous-populations
de talus (4a, 6a) ou de pelouse (1a, 3) montrentsignal génétique récent de goulot
d’étranglement dont l'origine pourrait étre liéd'@andon du paturage et donc a la fermeture
progressive du milieu. Les sous-populations d’élsounk présentent pas un tel signal voire
présentent un signal d’expansion récente (4nm).déasiers milieux particulierement instables
seraient moins enclins a la fermeture du miliepairraient constituer des zones refuges pour

I'espéce.

Dans la suite du présent manuscrit, étant donnailees flux géniques entre sous-populations,

on emploiera le terme « populations » au lieu deus-populations ».

32

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

4. Menaces et statuts

La principale menace qui pese sur les populatienBigcutelle est la fermeture du tapis végétal
par la dynamique naturelle de la végétation. L'aosnde I'exploitation pastorale extensive des
coteaux depuis le milieu du XXéme siécle est responsableaite fermeture du milieu sur la
totalité des coteaux de la région. La plupart dgsufations de Biscutelles sont concernées par ce
probleme et sont gérées par les conservatoires dadivrir le milieu (fauchage, étrepage,
paturage). L’eutrophisation et la rudéralisatiomysnt également constituer des menaces pour

les populations des pelouses en bas de pentebera@ures de routes (Bensetétial, 2002).

Outre ces menaces extrinseques, comme de nombesmrses en décliBjscutella neustriaca
présente des populations fragmentées, de petistiéff et donc les problemes génétiques et
démographiques liées aux populations de petitdlesaet isolées. L'existence d’'un systéeme
d’auto incompatibilité sporophytique chez l'espetes capacités de dispersion limitées de
I'espéce (barochorie,...), I'isolement génétique pepulations sont tout autant de facteurs qui
peuvent affecter négativement la fitness indivildueDes travaux expérimentaux issus de la
thése de JB. Leducq (2010) ont d’ailleurs montrézdBiscutella neustriacaune diminution
significative de la production de graines en famttide la disponibilité en partenaires
compatibles et de la distance entre le réceptemotlen et le donneur de pollen (limitation des
échanges polliniques au-dela de deux metres). <Léta&suggere que le succes reproducteur des
individus en population naturelle pourrait étreeaté non seulement par la disponibilité en
partenaires compatibles mais aussi par de faildasits locales, indépendamment de la taille

des populations.

B. neustriacaest classée vulnérable par 'UICN (Union Interoadéile de Conservation de la
Nature). Elle est protégée et soumise a réglementatix échelles :

- communautaire, au titre de Darective « Habitats-Faune-Flore,»nscrite a I'annexe |l
en tant qu’espece prioritaire et a 'annexe IV.

- nationale, en France, au titre ddisde des Especes végétales protégées sur 'eneembl
du territoire, inscrite a I'annexe | et

- internationale au titre de @onvention de Bernénscrite a 'annexe |.

® Depuis le moyen-age et jusqu’aux années 50 lesiogtétaient entretenus par paturage itinérant
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L'ensemble des cbtes de la Seine incluant les pbpns deBiscutella neustriacales coteaux,
est protégé par la loi de 1930 sur les Sites lissce qui les soustrait a l'urbanisation. Dans le
cadre de sa protection, I'espéce a bénéficiée de pgrammes Life nature intitulés « Especes
prioritaires, pelouses et éboulis du bassin avdh@&eine » (1999-2003 LIFE99 NAT/F/006332)
et «Sauvetage d&iola hispida et Biscutella neustriacaen val de Seine » (2006-2011:
LIFEO6//Nat/F/137). L'ensemble des populations ssintées sur des sites du réseau NATURA
2000.

E. Objectifs de la these

Biscutella neustriac&st une espéce en danger soumise a un programpretdetion européen
(programme Life nature 2006/2011: LIFEO6//Nat/F)Ll3Pans le cadre de sa protection, des
renforcements et ré-introductions sont envisagésasle contexte de connaissances actuel, face
aux risques de dépressions hybrides et d’échecsneéssires de conservation, ces méthodes
soulevent de nouvelles interrogations concernant leonséquences des protocoles
d’échantillonnage et des croisements entre génstypeaux et génotypes transplantés. Ces
interrogations sont d’autant moins anodines dansake deBiscutella neustriacachez qui de
fortes divergences entre populations ont été tresivE’existence de deux groupes génétiques
différents liée a une séparation historique etftlesparticulierement faibles entre les groupes
peuvent avoir entrainé des incompatibilités génésoentre populations des groupes nord et sud,
par dérive génétiqgue ou encore par adaptationdekches pressions de sélection divergente,
notamment en termes d’exposition (les populatiansut sont orientées plein sud tandis que les
populations du nord sont orientées nord ou oudss),flux de genes réduits et les faibles
capacités de dispersion de cette espece rendesiblgola mise en place d’adaptations locales
divergentes. Tous ces éléments invitent a metti@ae des études sur I'adaptation locale et les
risques de dépression hybride chez I'espece avantreprendre des mesures de conservation

telles que des renforcements ou introductions rotiljines.

L’objectif du premier chapitre est d’évaluer leque de dépression hybride chBiscutella
neustriacaet les conséquences sur les protocoles de renfertem

4 En premier lieu il s’agit d’évaluer quels mélangkespopulations peuvent étre faits sans
risquer la dépression hybride, qu’elle soit liéeles ruptures de genes co-adaptés ou a une

rupture de I'adaptation locale. Il s’agit donc dgedminer si I'isolement géographique des deux
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pools combiné a leurs divergences génétiques dbgiqaes a entrainé des incompatibilités
génétiques et adaptations locales divergentes.
4 Il s’agit aussi d’établir a partir de quel degré dmvergence entre individus les
croisements peuvent entrainer le sauvetage géedtligs populations ou au contraire générer de
la dépression hybride ? Autrement dit, a partigqdelle échelle les croisements doivent-ils étre
réalisés pour que les conséquences favorablehégnosis surpassent celles, négatives, de la
dépression hybride.

Pour cela on a réalisé différents croisements guapilations deéBiscutella neustriaca,
notamment au sein des groupes géographiques et graupes. Les descendants de ces
croisements ont été suivis en serre et sur leiteatn de tester si les deux mécanismes de

dépression hybride sont en ceuvre chez I'espéce.

Le deuxiéme chapitre a pour objectif de testetistence d’adaptations locales chgiscutella
neustriaca La différentiation adaptative entre populationgedite distance géographique, entre
habitats isolés avec peu de différenciation écqglagia rarement été étudiée. Or de nombreuses
especes menacées se trouvent dans de tels hadwlats et I'évaluation de I'adaptation locale
dans ces situations peut étre tres importante pouchoix de stratégies de conservation
appropriées.

4 La premiére étape a donc été la recherche de uaéabhénotypique en populations
naturellesn situ, basée génétiquement ou due a de la plasticifgatoae

v En paralléle nous avons évalué les distances éqakeg entre deux sites d’introduction
(CTES) et les sites d’origine pour 8 populations

v Nous avons ensduite testé I'existence d’adaptatioalé chez la biscutelle de Neustrie en
environnements tests, par l'observation des cst&r&omevs. away » et « locals.foreign »
utilisés conjointement

Les environnements tests (CTEs) étaient deux shiagroduction suffisamment proches des
populations naturelles pour ressembler aux comditinaturelles (deux conditions extrémes
d’orientation) mais suffisamment éloignés géogrgpéiment pour ne pas risquer la pollution
génétique des populations alentours. Des individsigss des 8 populations y étaient semeés et
également plantés. Nous avons complété par lanegehee prédicteurs écologiques de la valeur
des traits montrant des signes d’adaptation locale

Le troisieme et dernier chapitre teste et compasitu deux stratégies de renforcement. Comme

on I'a vu en introduction, la crainte de la dépi@msshybride aurait actuellement tendance a
35

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

limiter I'entreprise de renforcements qui pourrdigrourtant potentiellement sauver des
populations.

4 Cette étude compare deux stratégies de renforcelagninoins risquées et les plus
« conservatrices » possibles : « l'auto-renforcameiic’est-a-dire un renforcement a partir
d’individus issus de la population a renforcer)estenforcement par introduction d’individus
issus des populations les plus proches génétiqueshénologiqguement. Le résultat relatif de ces
deux méthodes dépendra, bien évidemment, de lasd&génétique de la population renforcée,
donc en lien avec la dérive génétique potentiedlescte type de petites populations, ainsi que de
la divergence entre populations et du risque deeddn hybride ; cependant il dépendra
également fortement de la diversité en alléles td’ancompatibilité et de la densité des

individus et I'effet Allee sera donc au cceur deecétude.

Le quatriéme chapitre... n'existe pas. L'expérimeaatatdevant permettre de répondre a la
question de ce chapitre a été mangée en grandie part des moutons et piétinée par des
chevaux, ce qui a au moins l'avantage d’étre oaigifu’habitude, ce sont les lapins et les
parasites) ! Il s’agissait d’établir sous quellenfe, graines ou jeunes plantules, doit se faire
I'(ré)introduction d’individus pour assurer I'étédBement et le maintien des populations.
Certaines études ont comparé l'efficacité des deéthodes sans pour autant intégrer le facteur
adaptation locale. Or, la sélection naturelle g draines en germination serait extrémement
efficace (Donohueet al., 2005 ; Krahuleet al, 2006) ; I'introduction de graines pourrait étre
ainsi plus efficace pour empécher les génotypes attaptés de s'implantel’étude visait a
comparer les deux méthodes d’'introduction en preran compte l'adaptation locale des

individus.N’ayant pas de résultats a présenter, on abord@ar@amoins ce chapitre en discussion.
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Chapitre 1 - Croisements entre populations d'une @inte micro-
endémique en déclin: risques de dépression hybridd de « mal-
adaptation »

Les populations ddiscutella neustriacgprésentent une forte structuration génétique et un
séparation génétique marquée entre les pools g#tugrees Nord et Sud. Selon Leduegal.
(2012,in pres3, la divergence entre pools pourrait faire cragndes effets négatifs de transferts
d’individus entre pools dans le cadre d’opératiaes renforcement indispensables a la
conservation de I'espéce et ainsi décourager testehtreprises. Néanmoins, il n’existe pas de
seuil pour prédire a partir de quel niveau de djgace aux marqueurs neutres les risques de
dépression hybride sont avérés. De plus, la divesgeaux margueurs neutres ne traduit pas
nécessairement une divergence adaptative. Le matiopfermations actuel sur la divergence
écologique inter- ou intra-pool et 'absence derdgébdn d’'un seuil de risque, nous ont conduit a
tester les conséquences des croisements entredumlinatifs et individus transférés pour des
individus transférés issus (1) de la méme populatioe la population a renforcer (auto-
renforcement), (2) d’'une population du méme poolggaphique, (3) d'une population de I'autre
pool géographique. Nous cherchons a savoir, &dhemeustriaca a partir de quelle distance
géographique, les transferts de plantes entre ptipas peuvent étre faits sans risquer la
dépression hybride, gu’elle soit liée a des ruptute génes co-adaptés ou a une rupture de

I'adaptation locale.

Evaluer les performances des descendansitu est plus pertinent qu’'une étude en conditions
environnementales contrélées. Dans cette optiggejéscendants des croisements ont été suivis
sur deux générations en serre et sur le terrain f@ster si les deux mécanismes de dépression
hybride sont en ceuvre chez I'espéce. Nous avomagitre en évidence la dépression hybride
sur les traits liés aux graines mais aussi desikgalde traits intermédiaires chez les descendants
issus de croisements entre pools, pour les traltifs aux feuilles, pouvant entrainer de la

« maladaptation ».

Photo. Germination de Biscutella neustriaca sur site
d’introduction. Photos de Nina Hautekéeete
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Outcrosses between populations in a rare micro-enddac plant
species: risks of outbreeding depression and malagtation

A. Abstract

Background and Aims Conservation strategies often make use of tramdfedividuals to stem
the decline of small populations. However crossesveen populations may either “rescue”
populations or induce outbreeding depression. Wuadeg experimental crosses for at least two
generations is recommended to assess the effecistaiossing. Asnvestigatingthe effect of
outcrossingunder natural conditions may give a more realasigsessment of the situ fithess of
outbred progeny,we investigatedthe effect of outcrossingn the vulnerableBiscutella
neustriacain the greenhouse for two generations and in tvadogcally contrasted introduction

sites.

Methods Two generations of crosses between 5 populatiors okustriacafrom two distinct

geographic pools were undertaken as followdeiween pools, ii) between populations within
each pool and iii) within populations. Outbred oy fitness s investigated in a greenhouse
and in two introduction sites. The effects of crogse, pool origin, introduction sites and their

interactions on fitness or performance relatedsafi outbred progeny were tested.

Key ResultsDespite thesmall arega few kilometers), high divergences for functiotraits as
well as divergent responses to environmental cmmditwere found between geographic pools.
Crosses between pools led to significant signalsutibireeding depression in seeds. In leaf traits
they gave intermediate phenotypes in outbred prpdleat should be poorly adapted to both
parental habitats. The F2 generation and withinl pposses did not reveal signals of

outbreeding depression.

Conclusions Our study shows genetic differentiation for funofd traits between the two
geographic pools oB. neustriacaand risks of outbreeding depression. Outbred prpdem
crosses between pools should be poorly adaptedramtal sites. We discourage the transfer of

individuals between pools in a context of conseovastrategy
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B. Introduction

One of the key issues in restoration ecology anasexwation biology lies in the « Mix or
match » dilemma (Lesicat al. 1999), namely, the choice between two alternasiverces of
genetic material for restoration: i) introducing istures” of genotypes from different source
populations in order to maximize genetic divergiggnetic reinforcement); or ii) introducing
local plants that genetically “match” the populatido restore.Genetic reinforcementan
compensate genetic erosion, preserve evolutionargnpal, cure inbreeding depression
(Hedrick, 1995; Mills & Allendorf, 1996; Land & La¢ 2000), and enhance compatible mate
availability in self-incompatible plant species dRip & Young, 2008). However, genetic
shuffling can have mitigated effects on outbredgerty. On the one hand, the fithess of outbred
progeny may be temporarily enhancdck. (heterosis) because of heterozygote advantage
(overdominance), or the masking of deleterious gsiwe alleles (partial dominance) (Hedrick,
1995; Westemeieet al, 1998; Madseret al, 1999). On the other hand, conflicting gene
interactions may occur in outbred progeny and thereay reduce offspring fithess relative to
the native parents (Templeton, 1986; Lynch, 199&gll & Orr, 2000). This scenario can occur
when the introduced genotypes are poorly adapteithegantroduction site or are too distant
genetically: genetic reinforcement would then redditness as a result of “outbreeding
depression”.

Loss of fithness in outbred progenye. outbreeding depression (Dudash & Fenster, 2008,
two components. First, it has an environmental camept, namely extrinsic outbreeding
depression,i.e. the loss of local adaptation, which is the ecmlalgform of outbreeding
depression; second, a physiological component, lyamginsic outbreeding depression, the
disruption of positive epistatic interactions betweco-adapted genes (Price & Waser, 1979;
Templeton, 1986). The degree of relatedness betwasmtal populations is a key parameter
influencing the magnitude of outbreeding depressioth hence the success of outbreeding. The
environmental component of outbreeding depress®onedpected to rise with increasing
ecological differences among parental populatiomsereas the physiological component is
expected to increase with their genetic distancedR& Waser, 1979; Waser, 1993). On the
contrary, below a certain genetic distance, mating between relatives, offspring fitness is
likely to decrease because of inbreeding depregsialconer & Mackay, 1996), a phenomenon
that is now recognized as being predominantly chlisethe presence of recessive deleterious

mutations in populations (Charlesworth & Willis,08). The occurrence of both inbreeding and
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outbreeding depression implies the existence ofoptimal crossing distance between the
parental populations (Price & Waser, 1979; Grindé)a2008). At this optimal distance,

heterosis is expected to offset both inbreedingartreeding depression. However, the scale of
this distance is difficult to estimate, and it Iearly species or population-dependent. In plants,
outbreeding depression is found in some casesvatyalocal scale even among genetic demes
within a population, whereas in other cases, iy ddtected for crossing distances of several
kilometers (Dudash & Fenster, 2000). As a consetpiethe optimal spatial scale at which

biological material should be sampled for restorapurpose remains an important and difficult

Issue in conservation biology.

Detecting outbreeding depression requires investigaeveral generations of outbred progeny
for two reasons. (1) Heterosis and outbreedingasspon may interfere with each other with the
consequence that the latter can be partially atlyotompensated by the former, making fitness
measures in outbred progeny difficult to interpr€his will be particularly true in highly
heterozygous F1 progeny where heterosis is maximalever the heterosis compensation
effect will decrease in the next generations bezawsterozygosity is decreasing. (2) The
physiological component of outbreeding depressidhbgcome fully expressed in F2 and later
generations because intrachromosomal recombinatiay break co-adapted gene complexes
that lead to beneficial epistatic gene action (Brnt954). In this context, most experimental
studies of hybridization concluded about the ndtesds extending studies beyond the F1,
particularly for the detection of the physiologicabmponent of outbreeding depression
(Edmands, 2002)

Another challenge inherent to the detection of magting depression relies on the necessity to
investigate outbred progeny fitness under natumalditions. However, most experimental
studies have been conducted uscmgmmon garden and greenhouse experiments, whereas
studies in natural environments remain rare (Edmadd07). Artificial environments such as
common garden or greenhouse conditions will propaiat however have some of the key
environmental components that affect plant perforeea(Primack & Kang, 1989); they are thus
inappropriate settings for the study of outbreedihgpression. While the physiological
component of outbreeding depression might be inadg® from the environment and may be
studied in the greenhouse, its environmental compibncaused by the disruption of local
adaptations, should be tested under natural condit{Waser, 1993; Waser & Price, 1994;

Keller, 2000). Furthermore, experiments conductadeu natural conditions are of particular
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interest in a context of conservation biology, lasytgive a realistic assessment of ihesitu
fitness of outbred progeny in reinforcement proggam

Here, we address the “mix or match” dilemma in #rm@lemic self-incompatibl®iscutella
neustriaca(Brassicaceae). In the context of its conservatibis taxonbenefited from a LIFE
project (LIFEO6 NAT/F/000137) to elaborate reinfement measure&iscutella neustriacas
endemic to the Seine valley (Haute Normandie, Frgnghere ca. 3000 individuals distributed
in seven disconnected populations were counte@®8.2These populations are divided into two
distinct geographic groups (hereafter named thetiNpool and the South pool) that are
separated from each other by about eight kilome#erd show substantial genetic differentiation
as a result of limited gene flow due to restricfalen and seed dispersal (Leducq, 2010).
Southern and northern populations are ecologiddifferent due to differences in aspect: the
southern populations are south-facing while northpEpulations are north or west-facing. Under
these circumstances, geographic and genetic isolas well as ecological differences may have
result either in fixation of genetic incompatibgis between northern and southern populations
and/or in the onset of divergent local adaptatidance, the setup of conservation procedures
such as reinforcement programs first require erpenis to test for genetic incompatibilities and
local adaptation (Frankhamat al, 2011) and to understand which populations maire

genetic mixing and which should not be exposeti¢antroduction of new genetic material.

We investigated the consequences on offspring sitnef different categories of controlled
crosses between individuals from 5 population8igtutella neustriacgBrassicaceae). Fitness
components were investigated from seed to aduestas the effects of outbreeding depression
can differ markedly through the life cyc{dgren & Schemske, 1993; Husband & Schemske,
1996; Dudash & Fenster, 2000). We investigated“thix or match” dilemma by comparing
offspring from three categories of crosses: i) sessamong plants from the North and South
pools (hereafter called “inter-pool” crosses);ciipsses among plants from different populations
within each geographic pool (hereafter named “ipval” crosses), and iii) crosses among
plants within populations (“intra-pop” crosses). determine if intrinsic outbreeding depression
occurs in this species or not, we grew and compgaredeny from these three categories of
crosses over 2 generations in the greenhouse. Asna& outbreeding depression is
environment-dependent and the study in natural ittiond is more relevant to conservation
efforts, we also compared the three categorie$fghring when grown under field conditigria

two sites of reintroduction localized in each pool.
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Figure 1. Location of the remnant Biscutella neustriaca populations included in this study. Dot size is
indicative of population size but it is not proportional (refer to Table 1 for detailed populations
characteristics).

Table 1. Characteristics of remnant Biscutella neustriaca populations and in situ reintroduction sites.
Population size corresponds to the number of plants recorded in 2008.

Pool populations Location Coordinates Exposure (°) Slope (°) Herbaceous

N E cover

North 1a Romilly-sur-— yge1gr 1014 721 25 35 80
Andelle

3 Amfreville- o018 1og5 83 250 45 90

sous-les-Monts

4a Le Val Hamet 49°17’ 1°15° 100 255 40 30

Si1 (close to Bnla) 49°19° 1°15 345 40 30

South 5a LeVal-Saint- ge150 goppr 70 190 40 55
Martin

6a Les Andelys  49°14’ 1°23’ 250 220 45 60

SI7 (close to Bnba) 49°15’ 1°22’ 220 50 30

© 2013 Tous droits réservés.

http://doc.univ-lille1.fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

Specifically, we asked the following questions: [ crosses between populations outperform

intra-population crosses (detection of heterosisjjoes the reverse pattern occur (expression of
outbreeding depression)? (2) Does the fitnessfspohg from inter-population crosses depend

on the genetic distance among parental populati8)sPoes outbreeding depression increase in
offspring from the second generation when coadagede complexes are disrupted and

heterosis diminished? (4) If outbreeding depressioaurs, is it due mainly to intrinsic or

extrinsic outbreeding depression, or both?

C. Materials and methods

1. Study species and populations

The endangereBiscutella neustriac8Bonnet (Brassicaceae) is an herbaceous pereraiatl. p
Individuals present inflorescences of indefinitewgth and flowering occurs from March to
September in natural populations. Yellow protogydermaphrodite flowers are small and
typical of the family and the inferior ovary comtaitwo ovules yielding a half or a full flat
indehiscent silicle after successful pollinatioreducqget al, 2010). Natural pollinators are
generalist insects such as hoverflies, bumblebleeerflies and beetles. This species is an
obligate outcrosser. Leduag al. (2010) demonstrated thBt neustriacais self-incompatible
with several incompatibility groups.€., functional alleles at the S-locus). The naturdditaa of
this endemic species occurs along the Seine Valkay Rouen (Eure, France). It occurs in a
fragile and highly fragmented landscape composesalated bare and dry calcareous slopes.
These grasslands used to be maintained by extepasteralism, but they are now threatened by
agricultural abandonment. There remain ca. 300W¥ishaals distributed among 7 populations of
various sizes divided into two strongly geneticallfferentiated pools (North and South pools;
Leducqg et al. 2012). Within pools, populations d. neustriacaare composed of various
populations i(e. patches of aggregated individuals) of less tham t® several hundred

individuals. Five of these populations were incldidethis study (Fig. 1 and Table 1).

56

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

2. Greenhouse controlled F1 crosses

Seeds from natural populations were sown in 20a8 @ants were grown in the greenhouse
facility (University of Lille). In April 2009 we dected 5-6 individuals per population (n = 28)
among the plants ready to bloom. We added 500migrtifizer per plant (12-12-17 N-P-K,
Nitrophoska® Blue Special) and maintained themha greenhouse with a photoperiod of
14:10h light:dark and regular watering. Before Ibleginning of the experiment flowering plants
were protected from insects under four mesh-screages to prevent cross-pollen
contaminations. They were randomly moved amongwaitiiin cages once a week. All plants,
numbered 1 to 28, were used as pollen recipientgh@ns) and pollen donors (fathers) except
for number 11 that did not set any fruit and wdslgaised as pollen donor (see Supplementary
Table 1).

Individual plants were checked daily for receptfi@vers to pollinate and prior to pollination
we measured flower size, defined as the distanteelea two opposite petals, with a digital
caliper. Flower size differed significantly amoregipients and population® & 0.001) but not
among cross type$47e6 = 0.66,P = 0.52) and was not further analyzed. All handipations
were performed by removing dehiscent anthers froitep donor with fine forceps and rubbing
them onto the recipient stigma. We marked floweith wmall paper tags attached to pedicel
with sewing thread to indicate date and identitytlué parents (recipient-donor pair). Upon
availability of receptive flowers to pollinate amngpending on the origin of both parents, we
performed three types of crosses: within populatidmtra-pop; N = 5 groups), among
populations within genetic pools (intra-pool; N g®ups), and among genetic pools (inter-pool;
N = 12 groups), the 25 groups corresponding tgadisible combinations of populations. We
used two different pollen donors from each of the fpopulationsj.e., each recipient was
pollinated by ten donors. Additionally, to ensureetable result for each cross, we pollinated
three flowers several days apart with the sameepalbnor as replicates, yielding 30 pollinated
flowers per recipient (Fig. 2). We performed pddlions from 22 April to 14 May and left the

cages open afterwards until fruit maturation.

We pollinated 832 flowers for a total of 282 reeipi-donor pairs. We measured the resulting
fruit size with a digital caliper after seven daysd compared it to a threshold value of 2.9mm
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Figure 2. Experimental design for controlled F1 and F2 crosses on Biscutella neustriaca. For F1
crosses, each pollen recipient (mother) received pollen from two donors from each population on
three different flowers (i.e., replicates); according to the origin of the mother and the father, three
cross types were defined: intra-population, intra-pool, and inter-pool. For F2, crosses were
performed for at least two recipient-donor pairs between non-relatives coming from the same F1
parents group.

Genetic pools NORTH SOUTH
Populations Bnla Bn3c Bn4a Bnba Bn6a
(pollen donors)  (5) (5) (5) (6) (6)
2 donors

3 replicates
Pollen Bnla Bn3c Bnd4a Bn5a Bn6a
recipients (5) (5) (5) (6) (6)
Cross _ _ _ F1
types intra-pop. intra-pool inter-pool

O OO - F2
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that allows distinguishing between successful ansuocessful fertilization events (when the
width is larger or smaller than the threshold, esspely; Leduccet al, 2010). The success of
the three replicates of each recipient-donor peiemnined if the cross was compatible.( at
least two replicates yielded a silicle) or inconilplat (i.e., none of the replicates gave a silicle).
To be conservative and avoid confounding effectpdfination and fertilization we did not
further consider the 11% cases of undeterminedsesoge., only one replicate set a silicle).We
collected fruits from successful pollination eveotsompatible crosses after ca. 25 days and we
separated half-silicles to weigh them as a proxysked mass (half-silicle weight was highly
correlated to bare seed mass; 0.96,P < 0.0001, respectively, n = 18). For compatiblesses,

we estimated the seed set as the number of seadisced per fruit (0, 1 or 2).

3. Juvenile and adult F1 progeny traits

On July 2% 2009 we planted 808 seeds from F1 controlled em#s the greenhouse (day 1).
Silicles of B. neustriacaare indehiscent fruits and we thus planted indigidseeds in their half
fruit envelope (half-silicle). Each seed was rantjoassigned to a location in 66-well flat trays
filled with potting medium. Trays were watered aseded and rotated when surveyed. We
scored seed germination and recorded individualtighs data every 2-3 days for 5 months and,
after >95% of seeds germinated, data was scorery év@ days for another 5 months. Three
weeks after germination we counted the numberafde and measured length and width of the
largest leaf, as an estimate of seedling vigor biothass, before transferring plantlets into
individual containers. At that time only 3.4% ofrgenated seeds died and there was no

significant differences among crosses for deatsr@-test,G = 3.0,P = 0.22).

4. F2 crosses and progeny traits

In April 2011, 83 blooming adult F1 plants were sép to serve as recipients and pollen donors
for the second generation of controlled crossesp@ftormed F2 crosses between non-relatives
coming from the same F1 group (see above), thusikgédentical distances among populations
from one generation to the next while minimizingompatible crosses (Fig 2.). At least two
recipient-donor pairs were included in each of Biegroups except for the intra-population

Bn5a and the intra- and inter-pool groups with athep originating from Bn4a. Hand-
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pollinations were performed as for F1 crosses Wih2 flowers per recipient-donor pair as
replicates pollinated by batches several days afamtilarly, silicle width at seven days was
measured to determine fertilization success andpiest-donor pairs were considered as
compatible if at least a third of the replicates adruit. We pollinated 1118 flowers from 173
recipient-donor pairs belonging to 20 groups (4aigopulation, 6 intra-pool, and 10 inter-pool,
see Supplementary Tal#?¢. We collected mature fruits and weighed indialdseeds as for F1
crosses. On November™and & 2011, we sowed in the greenhouse 515 seeds from F2
controlled crosses. Growing and surveying cond#tiomere similar to those of the first

generation and we scored leaf number and sizenafeks-old seedlings.

5. In situ germination and transplantation

We chose two reintroduction sites to perfamsitu germination and transplanting. These sites
presented contrasted ecological characteristicbl¢Td) and were located one in the northern
pool close to population Bnla (IS1) and the othethe southern pool close to population Bn6a
(IS7). Each site was composed of two blocks comm@i$6-17 randomly located 30x50cm plots
distant of ca. 15cm from each other. In SeptemB&92we sowed seeds from F1 (N = 171)
crosses. Due to reduced F1 seeds availability,laregr one seed per recipient-donor pair, with
4-15 pairs per group within intra-pool and intempoross types and used open-pollinated seeds
coming from natural populations (N = 473) insteddntra-population seeds. Germination was
scored monthly with a break in winter. The numbfeleaves was counted at first encounter and

again a year after sowing.

A pilot study indicated that it might take seveyahrs before seeds sown in the field to flower.
Therefore, in March 2010 we transferiadsitu F1 plantlets grown in the greenhouse. A total of
482 plantlets (122 intra-pop, 122 intra-pool, aid@ hter-pool) from 188 recipient-donor pairs

were randomly distributed between the two blockisath reintroduction sites.

6. Statistical analyses

Analyses were performed for compatible crossem controlled conditions: on average values
by replicates that set a fruit for each recipieotwal pair, ii) for sown individualgé situ on a
single descent by recipient-donor pair’s valuefor) transplanted individuals situ: on average
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Table 2. Variation of performance measures due to cross type, maternal pool origin and their

interaction for the F1 and F2 outbred progeny in the greenhouse.

Greenhouse
Life-history traits

Fruit size, seed set, seed weight

F1 Fruit size
F2 Fruit size
F1 Seed weight
F2 Seed weight
F1 Seed set
F2 Seed set

Germination and survival
F1 Germination proportion
F2 Germination proportion
F1 Time to germination

F2 Time to germination

Juvenile growth and size
F1 Time to first true leaf
F2 Time to first true leaf
F1 Number of leaves

F2 Number of leaves

F1 Leaf size

F2 Leaf size

Adult biomass and flowering

F1 Time bloom

F2 Time bloom

F1 Number of leaves
F2 Number of leaves
F1 Leaf size

F2 Leaf size

F1 reproductive investment

F2 reproductive investment

Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

ANOVA factors :

Crosstype [c] Pool effect [P] CxP
3.61* 5.52* 1.29
1.96 0.02 4.26*
0.23 0.00 0.78
2.5 0.18 3.36*
4.44* 3.11 1.23
0.85 0.93 0.72
1.57 1.96 0.66
1.52 0.12 0.56
0.14 1.93 1.77
0.28 1.76 0.47
7.21%* 11.69** 5.48**
2.18 6.61* 2.96
0.16 2.14 1.69
1.85 0.07 1.69
1.51 2.42 6.41%*
0.94 10.2%* 7.32%*
1.20 0.18 0.11
2.77 0.15 0.78
0.77 1.10 4.93**
0.60 0.33 0.22
1.89 5.52* 0.39
1.80 1.17 1.60
0.95 23.33%** 6.64**
0.74 3.2619 1.836

The table presents the results for the main studied factors. Effects of recipient population nested
within genetic pool, recipient plant nested within population and pool for F1 or crossing group nested
within genetic pool and cross for F2 and covariates are not shown. Germination proportion in F1 and
in F2 are arcsine square root transformed; germination time in F2 is square root transformed; size

and number of leaves are log-transformed in F2. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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values by replicates for each recipient-donor fi@oportion of fruiting individuals), on average
values by replicates and cross groups (death piioppreproductive investment) or without
averaging (leaf size and number of leaves). Foh ggneration of crosses we investigated the
following traits: 1) under controlled conditionguit size at seven days as a proxy for seed
production, seed set, seed weight, germinationqutigm, time to germination and to first true
leaf as an estimate for juvenile growth, numberosktte leaves and largest leaf size after three
weeks as proxies for seedling biomass, adult leaizs and number, reproductive investment
estimated by the number of stems by the heightehtghest stem (adults traits were recorded at
the opening of their first flowers); &) situ, for sown individuals: germination proportion, tlea
proportion, juvenile number of leaves, number azé sf leaves a year after sowing for sown
individuals; and 3)n situ, for transplanted individuals: death proportiomppwrtion of fruiting

individuals, reproductive investment, number aizé sf leaves a year after transplantation.

For F1 and F2 crosses we performed full factonmmllgses of (co)variance with genetic pool of
the recipienti(e. pool of origin of the recipient) and cross type. (pool of origin of the pollen
donor) as fixed effects and their interaction. Fir we added recipient population nested within
genetic pool and recipient plant nested within pafon and pool to account for additional
maternal effects and for F2 we added the crossiagpgnested within genetic pool and cross to
account for population effects. Recipient was adersd as a random factor in all analyses. For
both generations, seed weight was used as covddatgermination proportion and time to
germination and first true leaf; germination timasased as covariate to number of leaves and
largest leaf size to account for soil leach. Wedusgjeneralized linear model for binomial data
to analyze death proportion and germination praporfior sown individualsn situ. To meet the
assumptions of ANOVA, germination proportion in Rhd in F2 were arcsine-square-root
transformed and germination time in F2 was squaogé{ransformed in the greenhouse; leaf trait
values were log-transformed in F2 in the greenhousesown individualsin situ (size and
number of leaves), and in transplanted individualsitu (number of leaves). We used the
statistical software jmp (Version 8.0, SAS Ins&tunc.2008). The compatibility statuse(
compatiblevsincompatible) of the recipient-donor pairs for &id F2 generations are presented

in supplementary data (Supplementary Fig1.).
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Figure 3. Mean fruit size, seed set per fruit and seed weight (+ SE)measured in
greenhouse, in relation to cross type and maternal pool origin (light grey bars for the
south pool origin, dark grey bars for the north pool origin). Results of post-hoc analyses
are shown above bars; a capital letter by cross type indicates the result of post-hoc
tests for cross type, whereas a capital letter by bar indicate the result of post-hoc tests
for cross type by pool interactions. Asterisks indicate significant differences between
maternal pool origins
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Figure 4. Mean growth rate and juvenile leaf size (+ SE) measured in greenhouse, in
relation to cross type and maternal pool origin (light grey bars for the south pool origin,

dark grey bars for the north pool origin). Results of post-hoc analyses are shown above

bars; a capital letter by cross type indicates the result of post-hoc tests for cross type,
whereas a capital letter by bar indicate the result of post-hoc tests for cross type by
pool interactions. Asterisks indicate significant differences between maternal pool origins
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D. Results
1. Greenhouse experiment

1 Fruit size, seed set, seed weight and germination

In F1, fruit size and seed set per fruit were sigantly affected by cross type (F=3.61, P=0.029
and F=4.44; p=0.013 respectively), whereas seedghtjeigermination proportion, and
germination speed were not (Table 2). The lowektegafor fruit size and seed set were found
for inter-pool crosses whatever maternal pool arigihereas intra-pool crosses produced the
largest fruits and the highest seed set per fRid. (3). In contrast, a significant maternal pool
effect was detected for fruit size (F=5.52; p=0)02vith higher values for maternal individuals
from the South pool (Table 3, Fig. 3). In F2, neitlthe cross type nor the pool effects were
significant for any variable, but significant eftecf the cross type by pool interaction were
observed for fruit size (F=4.26, p=0.017) and sesedjht (F=3.36, p=0.039), with in both cases
significantly higher values for intra-pool as comgzhto intra-pop and/or inter-pool crosses for

northern populations only.

2 Juvenile growth and size

In F1, juvenile growth, estimated by the time twmduce the first leaf, was significantly
influenced by cross type (F= 7.21; p=0.001), matkepool origin (F= 11.69; p=0.002) and their
interaction (F= 5.48; p=0.005; Table 2). Juvenitevgh was significantly slower for mothers
from the southern pool in the intra-pop and intomcrosses, but faster growth occurred in their
progeny when these mothers were pollinated by iddals from the northern pool (Fig. 4). The
same tendencies were observed in F2, but only @termal pool origin effect was significant
(F=6.61; p=0.012).

A significant effect of the cross type by pool ratetion on leaf size was observed in both F1 and
F2 generations (F=6.41; p=0,002 and F=7.32; p=0r@8gectively), with an additional maternal
pool origin effect in F2 (F=10.2; p=0,002; Table The smallest leaves were found in the
northern pool (intra-pop and intra-pool crosses) #meir sizes significantly increased when
mothers from the northern pool were crossed withod® from the southern pool (Fig. 4).

Neither cross types nor maternal origin affectesés number after 3 weeks, in both F1 and F2.
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Figure 5. Mean adult leaf size, leaf number and reproductive investment estimated by the
number of stems by the height of the highest stem (+ SE) measured in greenhouse, in
relation to cross type and maternal pool origin (light grey bars for the south pool origin, dark
grey bars for the north pool origin). Results of post-hoc analyses are shown above bars; a
capital letter by cross type indicates the result of post-hoc tests for cross type, whereas a
capital letter by bar indicate the result of post-hoc tests for cross type by pool interactions.
Asterisks indicate significant differences between maternal pool origins
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3 Adult biomass and reproductive investment

At adult stage, none of the traits showed a sigaifi cross type effect in both F1 and F2,
whereas leaf size and reproductive investmentnfestid as the product of the number of
flowering stems times the height of the highesindteshowed a significant maternal pool effect
in the F1 only (F=5.53; p=0.022 and F=23.33; p=R,0@spectively; Table 2). These pool

effects were opposite, with higher leaf size butdooverall reproductive investment in southern
as compared to northern populations (Fig. 5). F@ nhumber of leaves and the overall
reproductive investment, a significant cross typgbol interaction effect was detected in the F1
(F=4.94; p=0.009 and F=6.64; p<0.001 respectivatgicating that the number of leaves in the
progeny of southern mothers increased with crosgisigince, and that the overall reproductive
investment of the progeny of northern mothers desd with increasing crossing distance (Fig.
5). In F2, a similar pattern was observed for oNveeproductive investment, but it was not

significant. Finally, within the first year of indduals’ life, mortality was almost zero (1% in F1

and in F2) and obviously did not differ betweenssrtypes or maternal pool origins.

2. Field experiments

1 Sites

All the considered traits except juvenile leavesnbar in sown individuals, and mortality
proportion in transplanted individuals, were sigrahtly affected by the contrasted ecological
conditions of the introduction sites (Table 3). Tiathern site 1IS1 seemed less favorable to
Biscutella neustriacathus presented more stressful conditions to peeiss (Fig. 4 and 5). IS1
exhibited significantly lower germination rate (F88; p=0.003; 57.5%s. 74.7% for I1IS1 and
IS7 respectively) and significantly higher mortaliate in sown individuals (F=38.59; p<.0001)
(89.2% on 1S1vs. 40.5% on IS7, Fig. 6). Transplanted surviving widlials had lower fruiting
rate in 1IS1 with 44.44% vs. 67.78% in 1S7 (F=21.860.0001, Fig. 7). Adult leaf sizes of both
sowed and transplanted individuals were also inftee by the site; leaves were significantly
larger on 1S7 (F=26.37; p<0.0001 and F=18.84; pRO@1, for sown and transplanted
individuals respectively). Adult reproductive inteent was also significantly higher on 1S7

than on I1S1 (F=9.56; p=0.004). The number of leavas also significantly higher on IS7 for
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Figure 6. Mean fitness related traits measured on sown individuals in IS7 and I1S1 (+ SE) in relation to
cross type and maternal pool origin (light grey bars for the south pool origin, dark grey bars for the
north pool origin). Results of post-hoc analyses are shown above bars for i) site by crosstype by
maternal pool interaction for leaves number and for ii) crosstype by maternal pool interaction for
leaf size. Asterisks indicate significant differences between maternal pool origins and between sites.
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Figure 7. Mean fitness related traits measured on transplanted individuals in IS7 and 1S1 (+ SE) in
relation to cross type and maternal pool origin (light grey bars for the south pool origin, dark grey
bars for the north pool origin). Results of post-hoc analyses are shown above bars for crosstype by
maternal pool interaction for leaf size and for site by maternal pool interaction for the number of
leaves. Asterisks indicate significant differences between maternal pool origins and between sites.
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sown individuals (F=7.58; p=0.007, Fig. 6) but heglon IS1 for transplanted individuals
(F=12.49; p=0.0005, Fig. 7)

2 Genotype by Environment interactions

The contrasting ecological conditions lead to asting phenotypic responses between pools
and between cross types for the number of leave®wn individuals. The site by maternal pool
by cross type interaction detected on the numbéganfes revealed that the most important leaf
production was on individuals from a southern kgiogo origin in IS7 compared to IS1: leaf
production by individuals from the south maternablpsignificantly decreased when pools were
mixed in inter-pool crosses on IS7, but remainesl ghme in inter-pool crosses on IS1. The
number of leaves did not present this significdmee-way interaction term for transplanted
individuals. For all other studied traits, ecolaidifferences between environments were not
associated with different responses among matepoal origins (maternal pool by site
interaction), paternal pool origins (site by crigse interaction) or interaction among maternal

and paternal origins (site by pool by cross typerawction).

3 Studied traits under natural conditions

As for the greenhouse experiments, there weregrofisiant differences between cross types in
germination percentage, nor in death rate in bathoduction sites (Table 2). Significant

differences were found in traits related to leavesross type by maternal pool origin interaction
was significant for leaf size. In both sites, indivals from south maternal pool origin produced
the largest leaves, as in the greenhouse. In sogividuals, leaf size significantly decreased for
individuals from south maternal origin when poolse amixed in inter pool crosses; for

transplanted individuals leaf size increased ierimiool crosses for individuals from a northern
maternal pool origin. In contrast with the resuwtgtained in the greenhouse, traits related to
reproduction did not differ between cross typedssi$ the case for reproductive investment as
for seed set. The proportion of fruiting individsialid not differ either between cross types.
Differences between maternal pool origins were atain situ. In both sites, germination

percentage was higher for individuals from a narthenaternal pool origin, whereas
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Table 3. Variation of performance measures due to cross type, maternal pool origin and their
interaction for the F1 and F2 outbred progeny in situ.

ANOVA factors :

Crosstype Pool
Life-history traits F [c] effect [P] CxP Site [S] SxP SxC SxCxP
F1 Sowed individuals
Germination & mortality
Germmz‘atlon 436 4,33* 2,79 8,96** 0,0004 578 1,01
proportion
Death proportion 2,32 4,57E-05 0,01 38,59%** 5,27E-05 5,84 0,62
Juvenile growth and size
Number of leaves 1,48 3,17 1,20 2,29 3,12 0,12 0,56
Adult biomass
Leaf size 2,67 1,91 3,94* 26,37%** 2,14 0,06 2,55
Number of leaves 0,06 0,50 1,12 7,58** 0,35 2,05 3,92%*
F1 Transplanted individuals
Death proportion 0,31 0,75 0,77 3,94 0,82 0,07 0,20
Reproductive 0,28 4,78* 2,06 9,57+* 0,40 1,00 0,02
investment
proportion of 1,34 0,88 0,14 21,36*** 0,12 015 1,79
fruiting individuals
Number of leaves 2,97 1,13 0,07 12,49*** 4,52* 0,03 0,02
Leaf size 2,67 44,05*%** 16,38***  18,84%** 2,71 0,50 0,85

The table presents the results for the main studied factors. Effects of recipient population nested
within genetic pool, recipient plant nested within population and pool and covariates are not shown. |
Number of leaves (sown and transplanted individuals) and leaf size (sown individuals) are log-
transformed. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001
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reproductive investment (estimated by the numbesteds by the height of the highest stem)
was greater when individuals originated from thetsgool.

E. Discussion

1. Genetically-based phenotypic divergence between geo

The results demonstrate clear genetically-basedqiigic differences over all stages of the life
cycle of this species between both pools. In paldic individuals from the South pool produced
larger fruits than did individuals from the Nortbq), they showed a lower germination rate
situ, they needed more time to produce their first ldfproduced bigger leaves than those from
northern maternal pool origimn(situ as in the greenhouse for both juvenile and adatid)they
showed a higher reproductive investmeit §itu). A cross type by maternal pool origin
interaction was found in many traits (seed weigtd fiuit size in F2, juvenile leaf size in F1 and
F2, time to produce the first leaf in F1, adulfleamber and reproductive investment in F1, leaf
sizein situ), reflecting divergent plant response to crossiisgances depending on maternal pool
origin. High differences were found for these sait intra-population and in intra-pool crosses
while intermediate phenotypes were produced by-jpo®l crosses. These important differences
between pools result from the geographic and theexmitive genetic isolation of both pools.

Two non-exclusive mechanisms may explain thesetgedergences i) foundation effect and
i) divergent natural selection. On the one hahd,dbservation of strong genetic differentiation
for nuclear microsatellite markers, as well as ahptast markers, between both pools (Ledetcq
al. 2012), indicates that foundation effect has undedlily played an important role here. On the
other hand, the contrasted ecological environmemithin the area of occurrence @.
neustriacasuggest prevalent opportunities for divergentdile in space. Selection combined
to highly restricted pollen and seed dispersal (ogdet al. 2012) constitutes favorable
conditions to local adaptation. The interactionAmsn maternal pool and site fouindsituin the
number of leaves demonstrates that maternal paginoaffects plant response to different
environments and may constitute a signal of locap#ation. Overall, our results demonstrate
that even at small spatial scales (a few kilomgtenggh divergence may exist between
populations. IrBiscutella neustriacathis is probably due to several historical evédigiamics

of Seine meanders, and human activities), as weltoahighly restricted pollen and seed

dispersal (Leducat al.2012) and possibly to divergent local adaptations.
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2. Heterosisvs.outbreeding depression

Intra-pool and inter-pool crosses led to divergesponses of individuals, depending on the
studied trait and the crossing distance. In theergieuse experiment, cross type effect was
significant for fruit size, seed set and the agirsit leaf, but only in the F1 progeny, whereas th
effect was never significant in the F2 progeny wder natural conditions. For fruit size and seed
set, the average performance of offspring was threstwn the inter-pool category, suggesting the
occurrence of outbreeding depression. Intrinsib@#tding depression was found only for these
traits in inter-pool crosses. These results aresistent with other researches that also found
outbreeding depression in F1 in reproductive trai$ not in viability traits. Waser (1993)
reviewed 25 studies and found evidence of outbrgedepression in more than 70% of these,
mainly on seed-set in the F1, at various spatialesc Quilichini (2001) found outbreeding
depression in F1 only in the number of cymes predugy plants. Ramsest al. (2003) and
Pelaboret al (2005) found reduced seed set and seed masspidmiiegrowth and survival were
not affected by crossing distances.

For some other traits, such as leaf size at 3 weekis adults for Fland F2 progeny, and
reproductive investment for F1, a significant pafect was detected, indicating genetic
differentiation between the northern and southeyolgy and the performance of progeny from
the interpool types were generally intermediateveen both parental pools. These cases could
not be referred to as outbreeding depressensu strictpas this requires lower values of the
fitness traits of progeny as compared to both pgaréBagviket al. 2005). However, the
relationship between traits and fitness is lackilfg. we hypothesize that populations of
Biscutella neustriacare locally adapted and that these traits aretagamlifferences in these
fitness related traits of the progeny compared he parental onesi.€. higher, lower or
intermediate), would lead to poor performance afgeny grown in parental environments
(Waser & Price, 1989). In these cases, the intelateeghenotypes should be outperformed by
parental phenotypes in parental environments, wigaimight consider as a form of extrinsic

outbreeding depression in interpool-crosses.

We did not find any evidences of outbreeding depoesfor time to produce the first leaf in
interpool crosses. On the contrary, this time wees ghortest in interpool crosses, suggesting
heterosis. For seed weight in both F1 and F2, bdth-pool and inter-pool crosses presented

higher seed weight in F2 than intra-population sesswhen mothers were from the northern
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pool, suggesting heterosis effect too. This fitnessease (heterosis) may be due to two non-
exclusive mechanisms i) overdominance (heterozyguteantage) or ii) the masking of
deleterious recessive alleles (dominance) (Lyn®&®1). Some other traits such as seed set and
fruit size presented both heterosis and outbreediegression depending on the crossing
distances. Intra-pool crosses produced signifigamtiher seed set and bigger fruits than inter-
pool crosses for both traits in F1 and for frugesin F2. The highest values found in intra-pool
crosses indicated heterosis at intermediate crgpsisiances whereas the lowest values in inter-
pool crosses indicated outbreeding depression giitehicrossing distances. Overall, heterosis

was mainly found at intermediate crossing distances

3. Loss of effects in the F2

As expected, overall heterosis effects did notipens F2 (except for juvenile leaf size), but our
results did not reveal stronger outbreeding depesa F2. The detection of the physiological
component of outbreeding depression is supposbkd taore obvious in the F2 because of i) the
breakdown of interacting loci and ii) the decreatéeterozygosity and the heterosis related to
it. Thus the observed decline of heterosis in Fthauit any observed increase of outbreeding
depression suggests that the breakdown of intagadtici did not significantly contribute to
outbreeding depression in this species. The maicharesms responsible for outbreeding
depression in this study might thus be due to gam@ interaction such as underdominance or
genetic by environment interaction (Lynch, 1991 ptamds, 1999). Nevertheless, the existence
of outbreeding depression on traits like seedsuwtsfin F2 cannot be excluded. Particularly,
maternal effects are currently thought to mask r@etting depression at these early stages in F2
where parents are heterotic (e.g.Taval, 1990). In our study, the emergence of heterosis
F2 on seed weight for both intra pool and interipaosses (northern maternal origin) may

support this hypothesis.

4. Extrinsic vs.intrinsic outbreeding depression

We found intrinsic outbreeding for two traits, ndyeeed set and fruit size in the greenhouse
In sity, the interaction between maternal pool and sitediofor the number of leaves may be a
signal of local adaptation. As discussed previgushder the hypothesis of local adaptation, the

intermediate phenotypes in inter-pool crosses shdwg poorly adapted to both parent
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environments, leading to extrinsic outbreeding dsgion. However, the outbred progeny from
inter-pool crosses did not present lower germimapgooportion nor higher mortality than intra-
population or intra-pool crosses whatever the ohicdion site. Nevertheless, the existence of
extrinsic outbreeding depression cannot be exclualeave have little direct estimators of fithess
in situ. Assessing the contribution of the morphologicaitdréo fitness is difficult to quantify.
Further work using reciprocal-transplantation magy riecessary to reveal the extent of local
adaptation inBiscutella neustriacaBiscutella neustriacas a perennial plant; progeny fitness
should be investigated through a long term seedsssd germination and adult mortality

monitoring to test for extrinsic outbreeding degres.

5. Conservation implications

In our study,even at small distancda few kilometers), high divergence for functioniits
exist between populations. Northern and southepulations presented differences over all the
studied stages of the life cycleurthermore, our results situ strongly suggest that divergences
between pools are in part adaptive. Thus, as artwyetMontalvo & Ellstrand, (2000), it is
important while elaborating conservation strategy donsider the heterogeneity of the

environmental grain related to gene flow rathentkianply geographical distances.

Combiningin situ andex situexperiments offers the opportunity to discriminaterinsic vs.
intrinsic outbreeding. However in a strictly conssion prospect, as the newly created outbred
phenotypes may be poorly adapted to both parentatamments (Alstad & Edmunds, 1983;
Templeton, 1986; Waser & Price 1989; Shields, 1983% necessary to study performance of
outbred progenyn situ rather than in the greenhouse. Only investigatioautbred progeny in
the maternal environment can reveal whether difiees reflect local adaptation and how fitness
is influenced by genotype by environment interactids often in perennial plants, fitness is
difficult to estimate. Greenhouse studies remapowaerful tool, as it give access and allow a
precise monitoring of trait directly related tdnfss such as germination rate and seedling

mortality. Such traits are generally delicate tamee in field studies.

In a context in which the fear of outbreeding depi@en tends to hinder the use of reinforcement
measures that could nevertheless participate irfgleetic rescue” of population (Templeton,
1986; Thornhill, 1993; Edmands, 2007; Frankham, 1301t is important to point out that
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despite the important genetic differences obsetvetveen pools, our results did not show
outbreeding depression in germination proportiondeath proportion. However outbreeding
depression was found in seed traits and is sugpéatesome traits related to plant growth and
size if local adaptation is confirmed. Further istigations such as long term demographic
studies are required. Moreover, this experimenhligbts the beneficial effects of introducing
individuals that “match” the population to reinfercas heterosis was mainly found at

intermediate distances between parental populations
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F. Supplementary material and results

Supplementary Table 1 F1 number of crosses per categories: Compatible crosses (C) and Incompatible
crosses (1), for each pollen recipient (mother) within each cross type category. All plants, numbered 1 to
28, were used as pollen recipients (mothers) and pollen donors (fathers) except for number 11 that did
not set any fruit and was solely used as pollen donor. Results are indicated for crosses whose
compatibility status is determined.

IntraPop IntraPool InterPool

Pool Pop Mom | C | %C Cc | %C C I %C
N 1la 1 2 0 100 3 0 100 1 2 3338
N 1la 2 1 0 100 4 0 100 4 0 100
N 1la 3 2 0 100 4 0 100 3 0 100
N 1la 4 1 1 50 3 1 75 3 1 75
N 1la 5 2 0 100 3 0 100 4 0 100
N 3c 6 3 0 100 4 0 100 3 0 100
N 3c 7 3 0 100 3 0 100 3 0 100
N 3c 8 2 1 6667 4 O 100 4 0 100
N 3c 9 0 1 0 3 0 100 4 0 100
N 3c 10 | 1 1 50 4 0 100 4 0 100
N 3c 11 . . . . : . .

N 4a 12| 1 O 100 3 0 100 4 0 100
N 4a 13 | 0 1 0 1 1 50 1 3 25
N 4a 14| 2 O 100 4 0 100 3 0 100
N 4a 15| 2 O 100 3 1 75 3 1 75
N 4a 16| 1 O 100 2 1 66,67 3 1 75
S 5a 17| 1 1 50 1 0 100 6 O 100
S 5a 18| 2 O 100 2 0 100 4 0 100
S 5a 19| 1 1 50 1 0 100 3 0 100
S 5a 20| 2 O 100 3 0 100 6 O 100
S 5a 21| 1 1 50 2 0 100 6 O 100
S 5b5a 22| 2 O 100 2 0 100 6 O 100
S 6a 23| 3 O 100 1 0 100 5 0 100
S 6a 24| 2 O 100 2 0 100 6 O 100
S 6a 25| 3 O 100 1 0 100 6 O 100
S 6a 26| 2 O 100 2 1 66,67 7 0 10C
S 6a 27| 1 1 50 2 0 100 4 0 100
S 6a 28| 2 O 100 2 0 100 6 O 100
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Supplementary Table 2 F2 number of crosses per categories: Compatible crosses (C) and Incompatible
crosses (l), for each recipient-donor pairs within each cross type category. Results are indicated for
crosses whose compatibility status is determined.

© 2013 Tous droits réservés.

Cross
type Pool Parents group C || % compatible cros
- Bnla - Bnla 7 1 88
5 Bn3c - Bn3c 5 2 71
Intrapop < Bnda - Bnda 4 O 100
£ Bnsa - Bnsa 1 O 100
@ Bnéa - Bnéa 2 O 100
Bnla - Bn3c 14 O 100
Bnla - Bnd4a 8 1 89
€ Bn3c - Bnla 2 O 100
2 Bn3 - Bnda 2 O 100
Intrapool
Bn4a - Bnla - ---
Bn4da - Bn3c - ---
£ Bnsa - Bnéa 8 O 100
® Bnéa - BnSa 8 O 100
Bnla - Bnba 2 2 50
Bnla - Bn6a 4 2 67
S Bn3c - Bnsa 14 2 88
2 Bn3 - Bnéa 9 2 82
Bnda - Bnba - ---
Interpool Bnda - Bn6a - --
Bn5a - Bnla 11 2 85
Bn5a - Bn3c 10 5 67
S Bnsa - Bnda 4 O 100
@ Bnéa - Bnla 3 1 75
Bnéa - Bn3c 17 O 100
Bnéa - Bnda 3 0 100

Ses
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Supplementary Figl. Cross compatibility within and among Biscutella neustriaca populations following
F1 and F2 crosses. Percent of compatible crosses are presented for intra-population, intra-pool and
inter-pool cross types depending on the mothers’ origin (N: north pool, S: south pool). For inter-pool
crosses, the first letter indicates the mother’s pool and the second letter the father’s pool. Numbers at
the base of bars denote sample size.
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Chapitre 2 - Variation de I'adaptation locale cheaune plante
vulnérable micro-endémique entre les stades de ddeppement et
entre les origines géographiques

Les résultats de Leducq (2012, in press) ont migwdence une différentiation génétique
marquée entre les deux pools géographiqueBisiritella neustriacalLes travaux exposés dans
le précédent chapitre mettent en évidence desgiimees génétiques entre ces pools pour des
traits fonctionnels et suggérent I'existence d’'adapns locales divergentes entre ces pools
pourtant trés peu distants géographiquement. Lfobje présent chapitre est d’approfondir
I'étude des divergences dans les traits fonctienrexitre populations et d'établir si ces
divergences sont adaptatives

Nous nous sommes attachés dans un premier tempssuirer les différences écologiques entre
les habitats des populations, puis a mesurer liati@ar de plusieurs traits entre populations, a
différents stades du cycle de vie i) dans leursthtbrespectifs, ii) en serre et iii) en sites
d’introduction. L’objectif est de distinguer lesaitis plastiques de ceux génétiquement fixes.
L’'adaptation locale, faute de pouvoir étre testée | méthode classique de transplantations
réciproques dans chacun des habitats des popudatianété étudiée dans deux sites
d’introduction écologiquement contrastés sélectsnpour leur ressemblance écologique avec
les habitats des populations naturelles. L'utiigatde deux sites d’introduction a notamment
permis de tester les deux critéeres diagnosticsadaptation locale, « homes. away », soit de
meilleures performances des individus dans leuitdtadborigine que dans I'habitat d’'une autre
population, et « locals foreign », soit de meilleures performances ddividus locaux que des
individus issus d’autres populations. Nous avonsalété cette étude par la recherche de

prédicteurs écologiques de la valeur des traitstranhdes signes d’adaptation locale.

o \?‘.

Photos. SI1 et SI7 le 11 février 2010. Photos de Nina Hautekeete
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Local adaptation in a rare micro-endemic plant speies: variability
among life stages and among geographical origins

A. Abstract
Background and Aims The classical method to test local adaptation, eegiprocal

transplantations, should not be conducted in terest specie®\ recent approach consists in the
monitoring of fithess-related traits in correspargliest environments (CTES) with regard to the
ecological differences between site of origin antEC In this study, we investigated local

adaptation in the vulnerabBiscutella neustriacan two contrasted CTESs.

Methods Genetic differentiation between 8 populations Bf neustriacafrom two distinct
geographic pools was investigated situ, in a greenhouse and in two CTEs. In a two-year
monitoring of transplanted seeds and seedlingstested “localvs foreign” and “homevs
away” criteria and we performed regressions of jetpn-CTE ecological distances on several
phenotypic traits to determine the pattern of ladptation in CTEs. Climate, soil particle size
and composition of plant communities were used easures of ecological differences between

habitats, and we tested their influence on the oreddraits.

Key ResultsDifferences in plasticity and divergent local adsdjoin were detected between the
two geographical pools oB. neustriaca The pattern of adaptation was consistent with
ecological gradients for climate and plant comniasitMore traits showed evidence for local
adaptation in sown individuals than in transplantatividuals and in the southern than in the

northern geographic pool.

ConclusionsOur study shows genetic and habitat differentrabd populations oB.neustriaca
separated by short geographical distances. Evidenoeal adaptation was detected in the CTE.

CTE thus constitute a relevant method to deteetl ladaptation in conservation management.
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B. Introduction

The supply of new individuals to restore populasicsf threatened species, especially plant
species, has become a common practice in consanvablogy, called reinforcement. However,
the efficiency of this essential method may be campsed if these individuals originate from a
too genetically or ecologically distant population.

In response to divergent selective pressures, phapiulations may indeed develop local
adaptationsi.e. they might fix genetically a phenotype that pd®s a benefit under their local
environmental conditions regardless of the consecpee of this phenotype for fithess in other
habitats (Van Tienderen, 1990; Alpert & Simms, 2002he introduced individuals are adapted
to a habitat different to that of the populationiethrequires reinforcement, they may fail to
establish in this new environment (Keller & Kollmmnl1999; Keller, Kollmann & Edwards,
1999). Moreover, if such individuals neverthelessvive and are able to cross with native
individuals, oubred progeny present a decreasedsft compared to their native parent due to
the loss of local adaptation (Storfer, 1999), anpimeenon named “extrinsic outbreeding
depression”. In this context, the detection of ladaptation and the spatial scale on which it
evolves becomes crucial (van Andel, 1998; van Gendaelet al., 1998; Hufford & Mazer,
2003; McKayet al.,2005).

Local adaptation is expected when there are diveergglective constraints acting on phenotypes
in contrasted habitats, combined with a low geoe fbetween the contrasted habitats relative to
the strength of selection, and provided that phgnotplasticity is unable to produce an optimal
phenotype in each environment (Kawecki & Ebert,0Because plants are sessile and seed
and pollen dispersal is generally limited, locahpiztion seems to be a common phenomenon in
plant populations, at broad scales as well as atlstales or even within populations (Waser &
Price, 1985; Hangelbroeit al 2003; Knight & Miller, 2004; Lensseet al, 2004). However,
Leimu and Fischef2008)suggest that local adaptation is less commonantglopulations than
generally assumed. Particularly, their study suggptine assumption that small populations,
because of their generally reduced genetic variatiuld present less ability to evolve local
adaptation(Antonovics, 1976; Pertoldet al.,2007; Stockwellet al, 2003). Small populations
are thus supposed to be less able to adapt tooenvental change (Willet al, 2006).Yet,

threatened species often occur in small populationsreinforcement and translocation
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programs, lle successful establishment ofroduced individuals malpe compromised by their

low ability to adapt to their new environment.

The detection of local adaption is not obvioustipalarly in the context of threatened species.
Field experiments seem more appropriate to evathatperformance of genotypes as compared
to artificial environments such as greenhousesm@k & Kang, 1989), as the latter will
probably not exhibit some of the key environmentahponents that affect plant performance. A
common method to assess local adaptation therefomsists in reciprocal transplant
experiments (Kawecki & Ebert, 2004). In these ekpents, performance of different
populations within a unique habitat is compared)] te operation is replicated in the contrasted
habitats. Local adaptation would be identified windrserving either a  better performance of
native genotypes compared to foreign genotypes fioeal-foreign” criterion), or a better
performance of genotypes in their site of origiarthelsewhere (i.e. “home-away” criterion)
(Kawecki and Ebert 2004). Nevertheless, this loh@xperiment cannot be used in threatened
species. Such a study could cause an invasion fgygfo genotypes, if introduced genotypes
have fithess superiority with an eventual “gendtisplacement” of the local population
(Saltonstall, 2002). In contrast, if introduced gegmes are not adapted to the introduction site
but cross with local plants, then outbreeding degioen may occur (Bischoff, 2010). The use of
corresponding test environments (following Leimu dfischer, 2008), i.e. reintroduction sites
chosen to ecologically match surrounding populatamould alleviate the risks of such genetic

introgression.

Here, we aim to investigate local adaptation imr@dtened plant species in corresponding test
environments.Biscutella neustriacaBonnet (Brassicaceae) is a perennial, self-incoibleat
species (Leducet al. 2010). The species, endemic from the Seine riadiey in Northern
France, is protected through national and inteonati treaties (Directive 92/43/ EEC -
Conservation of natural habitats and of wild faand flora—Annex II; Bern convention on the
conservation of European wildlife and natural hatist—Appendix 1) and benefited from the first
two E.U. funded projects for plant conservation gmdtection in 1999-2003 and 2006-2012
(European LIFE Programmes LIFE99 NAT/F/6332 andBHOE NAT/F/000137 respectively).
The total population amounts to about 3000 indiglduwhich are distributed in seven
disconnected populations located on calcareouts @ifid slopes surrounding the Seine river
bank. These populations are divided into two ggagagroups separated from each other by

about 8km. The low gene dispersal found withindpecies (Leducat al, 2010; Leducegt al.,
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2012), combined to the isolation between populatiamd ecological divergences between
habitats (cf. tablel) make this species suitabtestodies of genetic differentiation for fitness-
related traits among populations. The small pomrasizes (from ten to several hundred
individuals) also make this species an interestimgdel in a context of reintroduction to
investigate how plant fitness from small populasiovaries with increasing environmental

distance to the site of origin.

The first aim of this study is to assess genetitatian for several fitness related traits among
the populations of the endemic self-incompatBiscutella neustriacalhe second objective is

to investigate how plant fitness varies with insiag environmental distance (abiotic factors,
vegetation composition) from the site of origin.eTulnerable status discutella neustriaca
precludes the use of reciprocal transplant experisad o circumvent this difficulty, we examine
plant performance in corresponding test environs\dTE) with regard to the ecological
differences between the site of origin and targesgMontalvo & Ellstrand, 2000; Raaboea

al. 2007). We use two ecologically contrasted CTEated nearby the most external populations
of the species distribution area. The short digdedsstance assessed in this species allows

settling the CTE in the vicinity of natural popudats without risk.

We addressed the following questions:

(1) Are there phenotypic differences amdg neustriacapopulations? Do they result from
plastic response to divergent environmental comaitior to underlying genetic divergence? In
order to answer this question we assessed phenotygiation for some traits in natural
populations and in a controlled condition experitriarihe greenhouse.

(2) If they are genetically based, are these plypmodifferences adaptive? In order to answer
this question we grew plants in introduction sitearby natural populations (corresponding tests
environments), and assessed the performance asgiaown at their home site vs plants from
foreign sites?

(3) How would populations respond to different eammental conditions in future
reintroduction programs? To answer this last qoeste tested the hypothesis that due to local
adaptation plant fitness should decrease with astng environmental distance (abiotic factors,
vegetation composition) from the site of origin.
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Tablel. Locations and ecological characteristics of the populations of Biscutella neustriaca and the
two introduction sites

© 2013 Tous droits réservés.

Pool populations Coordinates Exposure (°)  Slope (°) Herbaceous
N E cover
North la 49°19’ 1°14° 25 35 80
3 49°15’ 1°15’ 250 45 90
43 49°17’ 1°15’ 255 40 30
4nm 49°17’ 1°16’ 230 45 20
SI1 49°19’ 1°15’ 345 40 30
South 5a 49°15’ 1°22’ 190 40 55
5th 49°15’ 1°22’ 170 30 50
5i 49°15’ 1°22 180 50 60
6a 49°14’ 1°23’ 220 45 60
S17 49°15’ 1°22 220 50 30
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C. Materials and methods

1. Study species

Biscutella neustriacaBonnet (Brassicaceae) is a perennial, outcrosssedf;incompatible
species (Leducat al, 2010). It is a narrowly-distributed declining sps restricted to the Seine
Valley in the vicinity of Rouen (Haute-Normandy,aRce). It is xerophile and occurs on
calcareous cliffs and slopes surrounding the Seusebanks. These grasslands used to be kept
open by extensive pastoralism; but they are nowatlened by agricultural abandonment and
subsequent vegetation growth. Its flowering pemeatends from (February) March to October;
natural pollinators are generalist insect pollinateuch as hoverflies, bumblebees, butterflies
and beetles (Leducet al, 2010). Flowers are carried by floral stems withefinite terminal
growth, and contain two ovules yielding a silicléahntwo flat ovoid lodges, each containing one
seed after successful pollination (Leduef al, 2010). Individuals show limited dispersal
capacities as seed dispersal is barochore andeeffipollen dispersal barely occurs beyond 10
meters (Leduccet al, 2010). All individuals (about 3000 individualsosed in 2003) are
distributed in a total of seven disconnected pdpuria divided into two gene pools north pool
and south pool) separated from each other by abéut (Leducget al. 2012 in press). Within
populations, individuals are generally aggregategatches constituting populations of less than
ten to several hundred individuals. This studyudels six populations @. neustriacdocated

in both pools. They differa priori, both between groups and among groups, at several
environmental characteristics including slope, exje or herbaceous cover (Tablel).

2. Morphological and phenological differences among gaulations

1 Field measurements

In June 2011, we randomly selected twenty indivslua each of the 8 field populations. We
recorded for each plant the number of floweringnsteheight of tallest stem, number of leaves,
width of longest leaf and flowering stage. Flowgristages were defineidom O=vegetative

individuals to 15=stems totally covered with dekist; intermediate stages being chronological
combination of burgeons, fresh flowers, wilted fera, fruits and dehiscent fruits (1 to 5=
chronological combination of burgeons and freshvéls, wilted flowers, fruits and dehiscent
fruits, 6 to 9= chronological combination of freflowers with wilted flowers, fruits and

dehiscent fruits, 10 to 12= chronological combioatof wilted flowers with fruits and dehiscent
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fruits, 13 to 15= chronological combination of fnefruits, to dehiscent fruits). This latest
measure was also recorded in April 2011, to asdiéfesences in flowering kinetics among the

field populationsearlier in the flowering period.

2 Greenhouse measurements

To investigate whether morphological and phenoklgdifferences among the 8 populations
have genetic components, plants were grown in anti@ise (University of Lille) under
controlled conditions with a photoperiod of 14:1@fnt:dark. On July 38 2009, 579 seeds from
each population (48 to 90) were randomly chosensam¢h independently in one of the 66-well
flat trays filled with potting medium. Trays wereatered where necessary and randomly
displaced on each survey date. Germination andtgrepeed (estimated by the number of days
to produce the first leaf) were scored every 2+4&dar nearly 2 years (we stopped monitoring a
few months after the last germinations occurrettye®@ weeks after germination, the number of
leaves was counted and the length and width ofattgest leaf were measured, as an estimate of
seedling vigor and biomass. Individuals were thepotted into individual containers, and
transferred three weeks later to a hoop greenhettsepen at both ends, where temperature and
photoperiod depend on natural conditions. 260 e$¢hplants were set aside for transplantation
in common garden. Adult traits were measured on BB remaining plants during two
consecutive years, at Jurt® 2010 and May 11, 2011. As in the field, we measured the number
of leaves, leaf size, the number of stems, thehhaifjthe tallest stem and flowering stage. We

also recorded the age at first flowers in 2010 viesaneasurement was done only in 2011.

3 Corresponding test environments measurements

We chose two reintroduction sites to perfamsitu germination and transplantation. These two
corresponding test environments were located dimgbe two most distant natural populations
in the area of occurrence of the species, oneaemdnthern pool, close to population Bnl (1S1),
one in the southern pool, close to population BIST), In September 2009, we sowed seeds
from natural populations (N = 83#4e 417 in each site). Each site was divided into blaxks
comprising 16-17 randomly located 30x50cm plotsagisof ca. 15cm from each other. In each
plot we planted a maximum of 15 seeds from diffesaed families representing one of the 6

populations. When possible, each seed family wsisilolited in at least two plots per block per
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introduction site to overcome environmental stothég. Between 5 and 8 maternal families
per population were available; maternal familieseveepresented by 2 to 10 seeds in each
introduction site. Due to soil fissure or to magdadlen rocks in 1S1 during the monitoring

period, some quadrats became unusable, reducimuthber of studied seeds to 369 on IS1.

Germination and mortality were scored monthly vatlbreak in winter. Number of leaves and
leaf size were measured in June 2010 and 2011lloA®iing individuals were scarce in 2010,
we measured flowering proportion and flowering stadj individuals in 2011. The low number
of flowering individuals particularly on IS1 (5 ingduals on 1S1vs 84 on IS7) did not allow

further measures on reproductive traits on sowividdals. We compared the death proportion

at the end of the two monitoring years.

In March 2010 we transferred situ 260 of the plantlets grown in the greenhouse 224t per
populations, aged from 2 to 7 months). Individuadsre randomly distributed between two
blocks at each of the two reintroduction sites. W¢ed 1x0.50m plots for transplantation. We
planted 1 seedling at 15 planting positions inttiree rows by 5 columns plot; each plant was
separated by a 20 cm interval. We marked all tdansgd individuals with plastic tags. We
waited one year for the measurements to allow taetp to accommodate to the introduction
sites. In June 2011, we measured the number védedeaf size, number of stems, height of

highest stem, flowering stage and death proportion.

3. Habitat characteristics and ecological distances aomg habitats

To quantify environmental differences among theiveatsites and corresponding test
environments, we measured thepriori most discriminating environmental variables betwee
sites,i.e. mean of soil particle sizes, temperature andedative humidity. Air relative humidity
(RH) may be an indication of water-stress environtr(€evin 2009) and soil particle size, an
estimate of soil water potential, given its subsgnnfluence on the water-holding capacity of
soil (Barbouret al, 1987). We expected these variables to contribdst to differences in the
patterns of selection among habitats as waterahiily may be an important agent of natural
selection on plants (Dudley & Schmitt, 1996; Hubeal. 2004) and due to natural variation in
sites slope and orientation (table 1) and apparanétion in soils. We used sieves to estimate
the percentages of the soil made up by gravel asérdechnology for determining the
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proportion of sand, silt and clay (Loizeaet al, 1994). Air relative humidity as well as
temperature were measured hourly during two ye208(Q and 2011) by a data logger disposed
in each habitat (TinytagPlus2©). Temperature wasnitoed to integrate the effects of
divergence in slope and exposure. Temperature wata then converted into 8 of the 19

bioclimatic variables described in Worldclirhtip://www.worldclim.orqd: Bio 1, annual mean

temperature ; Bio 2, mean diurnal range [mean afithilg temperature range (max. temp — min.
temp)]; Bio 3, isothermality (Bio 2/Bio 7) x 100;d5, max. temperature of warmest month;
Bio 6, min. temperature of coldest month; Bio Tperature annual range (Bio 5 — Bio 6); Bio
8, mean temperature of wettest quarter; Bio 9, ntearperature of driest quarter. For the 2 last
variables we consider one month instead of a quéstetableS1 supplementary material). Air
relative humidity was estimated by the mean oftnegehumidity value during the two monitored

years.

To quantify pairwise soil differences between tlabitats of populations and introduction sites
we assessed absolute differences between habittsh@ the gravel and clay composition
values. Percentages of sand and silt were notdadlin the measure of soil divergence because
they are necessarily correlated with percentagdayf To assess “climatic distances”, climatic
variables (i.e. the 8 bioclimatic variables andralative humidity) were ordinated in a principal
component analysis (PCA). Absolute differencesvbeh each population and introduction sites

along the first two axes generated by PCA wereutatled as a proxy of climatic distances.

As the existence of other variables that may atsdribute to habitat differentiation cannot be
ruled out, we also assessed plant community cortipogjas done by Ter Braak & Schaffers
2004) as a second estimate of ecological differeroetween sites. This is based on the
assumption that communities of species includerenmental factors (Antonoviast al. 1988).
We recorded the cover of each plant species usiagBraun-Blanquet scale (1964). When
population sites were heterogeneous in vegetatmhcates were conducted. The data collected
from all sites were converted according to Van Mearel (1979) and Hellinger distance was
calculated prior to PCA ordination, as recommenbgd_egendre and Gallagher (2001). The
position of each site or the mean position of thplicates from each site on the first axis
generated by PCA were used as coordinates to a#dcal pairwise Euclidean “distance”

between the populations and introduction sites.
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4. Data analysis

1 Correlation between distances

We investigated correlations between pairwise epotd distances by Mantel tests in R 2.12.1
(Vegan package). Mantel tests were based on Speacmaelations between the distance
matrices (10000 permutations). We integrated getgcaand genetic distances in the test to
identify putative ecological gradients and to cohtfor an eventual association between
ecological and genetic distances. Geographic distaorresponded to the shortest geographic
distances between each pair of populations andtigetistance consisted of values ofiffl-

Fst) between pairs of populations (Slatkin, 1995; keducqget al., 2012 (in press) for the
estimation of k).

2 Morphological and kinetics differences among popates

We used general linear model analyses of covariéaeova) to analyze normally distributed
variables (all except flowering stages), and logisegression for the ordinal distributed
variables representing flowering stages. Germinatnd mortality percentage were arcsine
square-root transformed, and other traits were tdagsformed if necessary to meet the
assumptions of ANOVA. Satisfying transformation west found for the number of stems in
2010 in the greenhouse; this variable was log-toamsed to improve homoscedasticity and
normality of the residues and ANCOVA was perfornagdt is robust to minor deviations (Sokal
& Rohlf, 1995). For field and greenhouse measurgmjemorphological differences were
analyzed as functions of the fixed factor pool pogdulation nested in pool. Flowering stage was
used as covariate for analyzes in the field. Inegh®use conditions, covariate was 1) seed
weight for germination proportion and time, 2) garation time for juvenile and adult traits in
2010, and 3) and flowering stage in adult trait2@11. In the greenhouse, after transplantation
to CTEs, maternal families were often representgdie individual. To avoid bias due to
genetic variation, for greenhouse adult traits ysesd, we randomly selected one individual from
maternal families with more than one individuak.lgfuvenile trait analyses were performed on
mean trait values per family. In CTEs, we considemgroduction sites, plots within site,
geographical pool and population within pool agfiXactors and tested the interaction between

populations and pool of origin with introductiontes. Because of plant mortality, we removed
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plots from the analyses when the plot effect wassigmificant to overcome the loss of statistical
power. We used germination time as covariate fatstrmeasured on sown individuals in 2010
and flowering stage as covariate for transplanteviduals and sown individuals in 2011. We
worked on mean trait values per maternal familysimwn individuals and on one individual per
family in transplantation. We used the statistisaftware jmp (Version 8.0, SAS Institute
Inc.2008).

3 Genetic by environment interactions

To investigate how plant fitness varies with insiag environmental distance (abiotic factors,
vegetation composition) from the site of origue tested whether the performance of plants at
their home site was, on average, higher than thatamts from other sites (‘locals. foreign’
contrast, Kawecki & Ebert, 2004) amdhether the performance of plants was, on avetagber

at their home site than at other sites (‘howseaway’ contrast, Kawecki & Ebert, 2004). We
made contrast analyses for traits that presentaidraficant site by pool interaction. In a first
step, given the high geographic proximity of bottes to the surrounding populations, we
consider 1IS1 as a “home” habitat for populatiormrirthe North pool and IS7 as a “home”
habitat for populations from the South pool. Thecdl vs. foreign” contrast compared on the
one hand populations from the North pool to popoiest from the South pool on I1S1, on the
other hand populations from the South pool to pafpaohs from the North pool on IS7. The
’home vs.away” contrast compared on the one hand popukafrmm the North pool on 1Sds.

on IS7, on the other hand populations from thetl$paool on IS#s.on 1S1.

In a second step, we used the results of ecologrcahation to identify ecologic pools, e.g. on
the one hand populations with a highest ecologigiprity to 1IS1 (Bnla, Bn4a and Bn4nm), and
in another hand populations with a highest ecolggaximity to IS7 (Bn3, Bn5a, Bn5f, Bn5i
and Bn6a). We performed the same analysis as ugyidescribed.

We then tested whether traits that presented afiseymt site by pool interaction were predicted
by the ecologic distance measures. the first two axes of climatic PCA, the first axitplant
community PCA, gravel and clay absolute distancés). multiple regression analysis was
unreliable for only 8 population data points, wedisingle-regression analyses to determine
which ecological variables have an impact on messtnaits. We ran separate sets of analyses

for the two pools.
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Fig. 1 Plots of principal component (PC) scores based on a) climatic variables b) the composition of
plant community. Open squares: Northern pool; black squares: Southern pool. Dotted lines enclose
replicates from a same site. PC1 of the climatic PCA mainly represents temperature (mean diurnal
temperature range and maximum temperature of warmest month); PC2 of the climatic PCA mainly

represents relative humidity.

Genetic Geographic  Vegetation  Soil similarity Soil similarity Climatic
distance distance similarity (gravel) (clay) similarity (PC1)

Geographic distance 0.6717 *

Vegetation similarity 0.2173 0.4096 *

Soil similarity (gravel) -0.006021  -0.2289 0.1834

Soil similarity (clay) 0.06623 0.135 0.144 -0.2704

Climatic similarity (PC1) 0.341 0.6394 ** 0.4406 * -0.09305 0.1899

Climatic similarity (PC2) -0.1078 -0.1616 0.272 0.33 0.1467 0.04707

Significance levels are based on 10000 permutations

*p<0,01; **p<0,05; *** p<0,001

Table 2. Correlation coefficients (Spearman) between distance matrices examined with Mantel tests
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D. RESULTS

1 Ecological differences among habitats

A PCA conducted on climatic variables for each s#gealed marked differences between
northern and southern habitats (Fig 1). The firstggppal component (PC1) accounted for 54.4%
of the variation, the second for 22.9%. PC1 was é&eglained by variables Bio2 and Bio5 (e.g.
mean diurnal temperature range and max. temperaturgarmest month respectively; see
supplementary table 1 faigenvalues). PC2 was mostly loaded by relativainidity. We thus
considered PC1 and PC2 as temperature and rektiveimidity components respectively. In
the PCA based on the composition of plant communéyconsidered the ordination of habitats
along the first principal component which accounted 25.3% of the variations (see
supplementary table 2 fagigenvalues). Along PC1, Bn3, a northern populatisristant from

other northern populations and more similar toSbeathern cluster.

2 Correlation among distance measures

Genetic distance between pairs of populations wasitipely correlated withgeographic
distance, but it was not significantly correlateithvany of the tested ecological distances (Table
X). Geographic distance was correlated with theatic distance (calculated from scores on the
first axis of the climate PCA,e. temperature) and with vegetation distance (caledldrom
scores on PC1 of the PCA based on plant communitase 2). Distances based on vegetation
and on temperatures were significantly correlatbére was no other significant correlation

between the different ecological distances (Taple 2

3 Phenotypic differentiation among the populationsiia

Flowering kinetics was significantly different beten pools early in the flowering period

(supplementary table S3 and fig.S1). Blooming sthdarlier in Southern populations: in March
2011 individuals from Bn5a produced their firstifsu(stage 4) whereas Bnla and Bn3 (Northern
pool) were only producing their first flowers (s¢éag). This difference disappeared later in the

season, with a homogenization in flowering stagesween populations and pools
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Table 3. F values and level of significance of the effects of introduction site and population origin on fitness-related traits on sown individuals of Biscutella

neustriaca. Analyses of variance were performed for a) genetic pool provenance, b) ecologic pool provenance.

Contrast analysis are indicated when

interactions among introduction site and pool of origin were significant. Populations (pop) and bloc were nested within pool and site respectively. Bloc was

removed from the analysis when non-significant. Covariates correspond to flowering stage. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

a) Genetic pools germination  germination Leaf size 2010 = Number of Leaf size Number of Flowering flowering death
proportion time leaves 2010 2011 leaves 2011 stage 2011 proportion 2011 proportion

Source df F F F F F F F F F

Site 1 0,05 50,09%** 66,20%** 47,49*** 58,08%*** 19,67*** 35,08%** 55,49%** 56,30%**

Pool 1 0,005 20,19%** 19,22%** 2,83 5,37* 0,002 4,62E-07 0,03 6,47*

pop 6 2,58* 2,14 1,73 0,98 1,08 2,10 2,27 1,75 0,92

pool*site 1 1,66 0,36 7,28%* 1,51 0,07 6,25* 4,43E-07 3,24 13,36***

home vs away _ _ 34,95%** _ _ 13.24*** _ _ 30.67***

local vs foreign _ _ 16.86*** _ _ 3.28* _ _ 13,69***

pop*site 6 1,31 1,20 1,99 1,41 1,70 0,80 3,91 1,83 1,5528

Covariate 13 _ _ 0,015 0,82 6,15* 0,69 _ _ _

bloc 2 _ _ 5,46** _ 9,53*** _ _ _ _

b) Ecological pools

Source

Site 1 040 51,05%** 59,43%** 40,99*** 40,81 *** 11,18** 36,84%** 49,88*** 50,56%**

Pool 6 0,74 11,60*** 17,11%** 1,35 8,66** 1,51 5,25E-07 1,29 2,68

pop 1 2,48* 3,34%* 2,00 1,07 0,26 0,9 0,91 1,73 1,70

pool*site 1 2,76 2,3032 6,59* 4,59* 0,41 6,83* 5,02E-07 2,84 4,15*

home vs away _ _ 34,51%** 24 56%** _ 10.24%** _ _ 28.37***

local vs foreign _ _ 14.24%** 3.57* _ 4.59* _ _ 4.461*

pop*site 6 1,16 1,0987 2,07 1,08 1,26 0,6581 3,93 1,84 3,11%*

Covariate 13 _ _ 0,02 0,82 8,29** 1,2172 _ _ _

bloc 2 5,52%* 6,94** _ _ _
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(supplementary table S3). All measured morpholddicats, except stem height, e.g. leaves
size, number of leaves and number of stems sigmifig differed between pools and between
populations (supplementary table S3). Plants froenrtorthern pool produced more stems and
more leaves than plants from the southern poolsndller ones (supplementary fig.S1). Stem
height, leaves size and the number of stems wergfisantly different between populations

within the northern pool; Bn4a showing the higheaits values and Bn4nm showing the lowest
values for stem height and leaf size; the numbesterhs was also different between populations

within the south pool, Bn6a producing less stems.

4 Phenotypic differentiation among populations in ¢gmeenhouse

All phenotypic differences between pools that hbeen observeth situ were not significant
when individuals were grown under common environt@egonditions, in the greenhouse
experiment. Phenotypic differences appeared onrdifags. A significant pool effect was
observed for germination proportion and germinatiore, with highest germination proportion
and fastest germination found in the northern peapplementary table S4 and fig.S2). An
additional population effect was found in germioatispeed, indicating that Bn3 needed more
time to germinate than other northern populatieng, Bnla and Bn4a (supplementary table S4).
A significant population effect was also detectedjuwvenile leaf size and adult stem height in
2010 (supplementary table S4). The largest juvdedges and the highest stems were produced
by Bn4a in the north pool; the smallest juvenilavies and the smallest stems were found in the
Southern pool by Bn5fh and Bn5i respectively (sepmntary table S4 and fig.S2).

5 Local adaptation: Reciprocal sowing experimentsanresponding test environments

A significant introduction site effect was found fall kinetics and morphological traits and for
flowering and death proportions (Table 3); germoratime was shorter in the northern site 1IS1
whereas flowering time (estimated by flowering sfagias longer; the highest morphological
trait values and the highest flowering proportioargvmeasured in the southern site IS7 (Table
3) whereas higher death proportion was found in (&drmination time, death proportion and
leaf size in 2010 and 2011 presented a signifiqgaoul effect (Table 3). As found in the

greenhouse, time to germinate was shorter for dinh@rn populations in both introduction sites
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Fig.2 Traits presenting a significant ‘site by pool’ interaction or a significant ‘site by ecological pool’

interaction for sown individuals in test environments I1S1 (Northern pool) and 1S7 (Southern pool). a)

Mean percentage (+ SE); different letters indicate statistically significant interaction between pool

and site. Asterisks indicate significant differences between pools and/or sites at alpha =0.05. b)

Norms of reaction ‘pool x site’ ¢) Norms of reaction: ‘ ecological pool x site’ ; ecological pools Nphy

and Sphy were defined after populations scores on PC1 of a plant community PCA, based on their

distance to IS1 and I1S7.
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(Table 3 and supplementary fig.S3); death propornivas higher for northern individuals (Table
3 and fig. 2); leaf size was larger for southerpylations as founth situ. No pool effect but a
marginally significant population effect was foufodl germination proportion but no differences
were detected by Tuckey analysis (supplementar$3ig Significant ‘site by pool’ interactions
were found for leaf size in 2010, for the numberezdves in 2011 and for death proportion
(Table 3 and fig. 2). For all these traits, thenteoss.away’ contrast was significant with higher
values for morphological traits but lower mortaltsoportion for southern plants on the southern
site IS7 (Table 3 and fig. 2). The ‘loces. foreign’ contrast was also significant for allitsa
(Table 3). Higher morphological traits values andiér mortality proportion were found for
south individuals in the south site IS7 comparedNtoth individuals and the opposite pattern
was observed in IS1. For all studied traits, wentbiuhe same effects and tendencies when
ecological provenances were considered instead eoflet@z or geographic origins but an
additional ‘site by ecological’ pool was revealed the number of leaves in 2010 (Table 3 and
fig. 2). Both ‘homevs.away’ and ‘locals.foreign’ contrasts were significant.

6 Local adaptation: Reciprocal transplantation exjpeents in corresponding test
environments

We found a significant site effect on mortality pootion and the number of stems and leaves
(Table 4); mortality and production of leaves whrgher on the northern site IS1 whereas and
the number of stems were smaller on this site. Bffiett was significant for flowering kinetics,
stem height and leaf size (Table 4). Flowering etagiere more advanced, stems taller and
leaves larger for south pool individuals whatever introduction site (Supplementary fig S4). A
significant population effect was found for leatesiand the number of leaves. The number of
leaves was significantly higher for the northerrpgation bn4dnm compared to the southern
population bn5fh; the smallest leaf size was foumtthe northern population Bnla, the largest in
the southern populations Bn5a and Bn5i. The nundfeleaves presented a site by pool
interaction with significant “homes.away” and “locals.foreign” contrasts (Table 4 and fig.3).
Leaves production was more important in the noré K51 compared to the south site IS7,
particularly for northern individuals (fig.3). Fororthern individuals, leaves production was
more important in the north site IS1 compared tattsern individuals; the opposite pattern was
observed on IS7. We did not found additional effegthen we considered ecological
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Table 4 . F values and level of significance of the effects of introduction site and population origin on fitness-
related traits on transplanted individuals of Biscutella neustriaca. Analyses of variance were performed for a)
genetic pool provenance, b) ecologic pool provenance. Contrast analysis are indicated when interactions
among introduction site and pool of origin were significant. Populations (pop) and bloc were nested within
pool and site respectively. Bloc was removed from the analysis when non-significant. Covariates correspond
to flowering stage. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Genetical pools

Source
Site
Pool

pop
pool*site

home vs away
local vs foreign
pop*site
Covariate
bloc

Ecological pools
Source
Site
Pool
pop
pool*site
home vs away
local vs foreign
pop*site
Covariate
bloc

Flowering Stem Number  Leaf size Number of  death
stage height of stems leaves proportion
df F F F F F F
1 3,78 2,98 6,49* 2,40 18,43*** 22, 71%xx
1 9,15 4,37* 0,01 48,12%** 3,30 1,42
6 4,80 0,26 0,28 3,73* 2,9%* 0,12
1 0,22 0,02 0,002 2,34 12,62%** 3,73
_ _ _ _ 17,92%** _
T s
6 2,30 0,93 0,99 0,61 1,02 1,11
13 0,77 0,60 1,24 1,67 _
2 14,55*** _ _ _ 16,34%+* _
1 3,65 2,52 6,57* 1,95 25,10%** 22,12%xx
6 6,18* 5,43* 0,29 49,33+ 0,05 0,94
1 7,75 0,40 0,26 4,21%** 3,52** 0,17
1 0,01 0,03 0,56 0,53 7,39* 0,01
_ _ _ _ 15,66*** _
- - - - 3,7 _
6 2,49 0,91 0,94 0,84 1,72 1.59
13 _ 0,84 0,60 1,24 1,67 _
2 14,55%** 16,34*** —

Fig.3 Trait presenting a significant site by pool interaction or a significant site by ecological pool interaction

for transplanted individuals in the corresponding test environments IS1 (North pool) and I1S7 (South pool).
a) Overall mean percent (+ SE); different letters indicate statistically significant interaction between pool
and site. Asterisks indicate significant differences between pools and/or sites at alpha =0.05. b) Norms of

reaction for pool x site ¢) Norms of reaction for ecological pool x site ; ecological pool Nphy and Sphy were
defined on the higher relatedness of their populations to I1S1 (north pool) or to Is7 (south site) respectively.
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provenances instead of genetic or geographic @rigunt the same tendencies were observed
(Table 4 and fig.3).

7 Relations between ecological distances and pherowgpiation

When data for only southern populations were amalyftable 5), sown plants showed a
significant decrease in all morphological traiteganting a ‘site by pool’ interaction and an
increase in mortality with the climatic distance IR(.g. temperature and with vegetation
distance (supplementary fig.S5 & S6). When onlytmenn populations were considered, PC1
climatic distances effect was significant only fleaves size and death proportion (table 5,
supplementary fig.S5); the opposite effect was odesk with an increase in leaf size and a
decrease in death proportion with increasing teatpeg and vegetation distances between
populations of origin and the introduction site Ehd IS7 (table 5, supplementary fig.S5 & S6).
No effect of ecological distances was found fonsganted individuals, whatever pool origins
(table 5).

E. Discussion

1 Phenotypic differentiation among the populatiamsitu and evidences of
geographical variability of plasticity

Our first aim was to assess whether there was fgignt phenotypic differentiation among
Biscutella neustriacgopulations and if so,whether such differences were due to phenotypic
plasticity or to underlying genetic divergence. Yend variation in phenotypic differentiations
between geographic pools depending on the envirohfaeblooming kinetics, stem height, leaf
size and number of leaves suggesting that varstiiorthose traits constitute a plastic response
to divergent selective pressures. Regarding leaf ahd number of leaves, a significant site by
pool interaction was found in the corresponding éesironments in sown individuals; moreover
phenotypic variations between corresponding testr@mments in leaf traits were stronger for
South pool individuals indicating that plasticity genetically variable between pools for these
traits. The lower variation in leaf size and numbar North individuals may result from an
adaptive response to stressful conditions, leattirgore specialized populations in the northern
pool. Indeed, adaptation to stressful conditiomsjdiently results in smaller size of individuals
(Coleyet al, 1985; Grime, 2001). Yet, ecological conditionarid in IS1, which are close to the
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Table 5. Regression of the ecological variables on the traits presenting a ‘site by pool’ interaction. Regression on each factor was performed independently.
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Source

North pool

Vegetation
distance

Climatic distance
(PC1)

Climatic distance
(PC2)

Soil distance
(gravel)

Soil distance (clay)

South pool
Vegetation
distance

Climatic distance
(PC1)

Climatic distance
(PC2)

Soil distance
(gravel)

Soil distance (clay)

Leaf size 2010 sowing number of leaves 2010 number of leaves 2011 Number of leaves 2011 Death proportion
sowing sowing transplantation sowing

Parameter F-Value Parameter F-Value Parameter F-Value Parameter F-Value Parameter F-Value

value value value value value
0,2547224 0,0941 0,4948829 0,0634 -0,283675 0,3145 -2,453603 0,0780 -38,09454 6,3175*
0,2256806 8,2653* 0,4409108 3,9390 0,021946 0,0867 -1,967776 3,9083 -6,59122 16,5205**
-0,162449 1,6869 -0,424676 2,2053 -0,076469 0,8682 0,3940477 0,0702 4,1756663 1,6454
-0,007603 0,0880 -0,030665 0,2640 0,0109292 0,5051 0,1013947 0,1414 0,7119941 1,3907
-0,072969 0,9634 -0,050336 0,0716 -0,0279 0,3330 0,7754469 0,9761 -0,782559 0,1452
-3,826641 20,3853** -7,374011 12,0120* -1,535731 42,9247%** -3,677346 0,4293 120,37863 37,3240%**
-0,45341 20,1326** -0,869333 11,5600* -0,180268 36,4394+ -0,442481 0,4423 14,374332 41,0487***
-0,539252 2,1347 -1,1331 2,2116 -0,149335 0,9922 -1,094885 0,6758 11,867695 1,0029
-0,049843 0,4968 -0,090764 0,3758 -0,002833 0,0105 -0,048586 0,0411 0,4492689 0,0423
-0,009588 0,0019 -0,076239 0,0274 -0,03356 0,1647 -0,108221 0,0222 2,6423703 0,1631
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northern pool conditions, seem more stressfuBfaneustriacadeath proportion is higher in 1IS1
than in IS7, whatever pool origins. For germinatiome, the observed differences between pools
when individuals were grown under the same enviemal conditions were maintained
whatever the environments (in the greenhouse arabih corresponding test environments).
This indicates an underlying genetic differentiatietween South and North populations for this
trait. As this trait seems independent from theiremment in this species, we may suppose that
the lower germination speed found in South pool &mel lower germination proportion
(greenhouse results) reflect the worse genetie staSouth populations. This interpretation is
supported by Leducet al results (2012, in press) who found lower genéitversity for South

pool populations.

Differences were also observéu situ between populations within pools. We found a high
phenotypic heterogeneity between populations freenNorth pool, with significant differences
between populations in leaf size, number of stemd stem height, whereas significant
differences between south populations were foung on the number of flowering stems.
Contrary to divergences between pools, neithehéngreenhouse nor in the corresponding tests
environments differences between populations witlmials were maintained. Thus, the observed
differences among populations within poatsnatura are a plastic response to heterogeneous
ecological conditions. In a context of (re)-intratlan, plasticity found withinBiscutella
neustriacamay enable populations to cope with environmeranges as plasticity increases
ecological tolerance (Bradshaw 1965; Andersson &é&fNj 1993). The greater phenotypic
differentiation found between pools compared tohwmitpools is concomitant to the stronger
differentiation found on microsatellites markersvieen the geographic pools and the absence of
evidence for pollen and seed exchanges betwedxdtie and South populations (Leduetal,
2012, in press).

2 Pattern of local adaptation

The second purpose of this study was to deternfitteeiobserved differences might result not
only from plastic responses but also from localpaai@on. Despite the small area of occurrence
of Biscutella neustriacdca. 130 ha), population sites showed marked emabdifferentiation,

particularly between the two geographic pools distay 8-9 km. Temperatures (namely mean
diurnal temperature range and max. temperatureavi@st month) were contrasted between
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north and south geographic pools. While strong afiendifferences are usually unexpected on
small distances, edaphic conditions and topogragdny be highly variable at such scales
(Clauseret al., 1940; Schmid, 1985; Weber & Schmid, 1998; Blhl.,2000). The significant
correlation between geographic and temperaturardiss found at this scale might be explained
by the gradual change in the exposure of the cabcar cliffs where the species occurs.
Similarity between plant communities, thought tategrate most environmental factors
(Antonovics et al., 1988), was significantly correlated with geograjahi and climatic
(temperatures) distances between populations. Hewtine ordination of the sites following
plant communities did not exactly followed the gegahy, since Bn3, a population
geographically and genetically included in the hemh pool, was actually more similar to the
habitats of the geographic south pool. In this ipaldr case, we hypothesize that some
ecological factors were not included in this stuelyg. slope and recent ecological engineering

operations (grazing), which might have resultetber vegetation cover.

In the control test environments, we found a siegbographic pool interaction or a site by
ecological pool interaction for leaf size, numbéteaves and mortality in sown individuals and
for the number of leaves in transplanted individud&tor these traits, local plants presented
higher fitness or performance-related traits thaeifn plants. These results suggest that despite
the small area of occurrence Bfscutella neustriacaits populations present divergent local
adaptation. Local plants performed better thanigorelants at both sites, which was reported as
relatively rare (45% of the reported experimentspimeta-analysis conducted by Leimu and
Fischer (2008). It should be noticed that, as lhepoexperiments in perennial plants (Becker
al., 2006; Garridoet al., 2012), we consider germination proportion and tase seedling
survival, plant vigor and flowering traits as reggatative of performance and fithess. In
perennial plants, reliable fitness estimates shdiddassessed on a complete life cycle. In
particular, we cannot be completely sure that kaé and number of leaves are positively
correlated with performance and fitness in any lemments. However, we are quite confidents
in those results as all traits, when significahwg the same tendency as seedling survival, a trait

that is most directly related to fitness.

Some other studies have also found genetic andahaliiferentiation as well as local adaptation
at short distances or even within populations (W&s®rice, 1985; Hangelbroest al, 2003;
Knight & Miller, 2004; Lensseret al, 2004; Raabova, 2007). Leimu and Fisher (2008)

examined in a meta-analysis local adaptation abusarspatial scales, from 3 meters to 3500 km,
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and found no effect of geographic distance on thength of local adaptation. They concluded
that the detection of the effect of geographicatiseé on local adaptation in some studies was
due to ecological gradients. Our results suppoeir tkonclusion. In our experiment, local
adaptation was found at short distances. Moreowesidering the ecological similarity with the
introduction sites rather than the geographic pnamee enables the detection of an additional
adaptive trait. Furthermore, the loaa. foreign advantage was more obvious in the soué si
IS7 than in the north site; this may be explaingdabhigher ecological similarity of south
populations with the south introduction site IS7arththe ecological similarity of northern
populations to the north introduction site IS1. Bgacal differentiation is higher among the
northern than among the southern sites, and theyganetically more different within the
northern pool (Leducet al, 2012 in press). Local adaptation should be @&srdtudied at the
geographic pool scale Biscutella neustriacaespecially in the northern pool that might présen

local adaptation within the geographic pool.

Evidences of local adaptation were more numerowsown than in transplanted individuals, as
previously found by Raabova (2007) in the poputaiof Aster amellusa threatened species of
dry calcareous grasslands. Two non-exclusive hgsath may explain the reduced detection of
local adaption in transplanted individuals compat@dhat of sown individuals. First, natural
selection is expected to be particularly efficiemt seed germination (Donohet al., 2005;
Krahulecet al, 2006). In some studies, adaptive populationediffitiation has been found in
seedling survival, dormancy and germination (NagRri&e, 1997; Keller & Kollmann, 1999;
Galloway & Fenster, 2000; Bischoét al, 2006; Wagmanmt al., 2012). As a consequence
sown individuals are more likely to express load@tion than transplanted individuals who did
not undergo local selection on seed and juveniégest. Second, the use of transplanted
individuals may lower the power of detection of db@daptation, since this procedure may
reduce the within-population variation due to difiet germination dates (Bischoff, 2006). In our
study, we transplanted individuals whose germimat@curred within the five first months
following the sowing in the greenhouse, while geration extended over more than one year
and significant differences existed between pooelgdrmination kinetics. We suggest that the
reduced expression of local adaptation in transateom experiments compared with sowing
might partially explain the delay that has provede necessary to observe local adaptation in

some experiments (Benningtehal, 2012).

93

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

3 Response to contrasted environmental conditions

We investigated the response of the populationti@fvulnerableBiscutella neustriacapecies

in new environments. The home-site advantage hgsalpredicts that the relative success of
introduced plants will decrease with increasindattises to the population of origin (Schmidt &
Levin, 1985; for review, see Bradshaw, 1965, 198dntalvo & Ellstrand, 2000). Despite the
evidence for local adaptation revealed by the figant localvs. foreign contrast observed for
all traits presenting a site by pool origin, norigh@se traits were consistent with the home-site
advantage prediction of lower success in ‘awaygssin a reciprocal comparison. Whatever the
pool origin, the response to habitat followed thee tendency; e.g. larger and more numerous
leaves and higher survival (sown individuals) ie #outh site IS7 compared to in the North site
IS1. This finding supports the assertion of Kaweakd Ebert (2004) that the “home-away”
criterion is not suitable to detect local adaptatas it confounds the effects of divergent

selection with intrinsic differences in habitat titya

As found in other studies, differences in locaindie (McKayet al. 2001; Raabova, 2007;
Manelet al, 2010) and in vegetation composition (Smith, 20R&abova, 2007; Becker, 2008)
affected local adaptation and thus the behavigdhefpopulations in the introduction sites. The
traits presenting a site by pool interaction oita by ecological pool interaction were indeed
negatively affected by the ecological distancesftbe original population to the introduction
sites, supporting that these traits were adaptdteio environment. However, this was almost
systematically the case in the southern populatwimde it was never as such in the northern
geographic pool. Southern populations are perfecttally adapted, meeting both ‘locas.
foreign’ and ‘homevs. away’ criteria, e.g. they perform better in theome site I1S7 than
northern plants, and they perform better in theimk site IS7 than in the northern site IS1. In
contrast, northern populations meet the lolforeign but not the homes. away criterion.
They perform better in the northern site IS1 thareifgn plants, but the northern site appears to
be a quite restrictive environment for the specese all populations perform better in the

southern site 1S7.

4 Implications for Management

In a reintroduction perspective, we agree with R&alb(2007) who concluded that the transfer

of seeds may be more appropriate than the tran$fadult plants. Indeed few traits provided
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evidence of local adaptation in the transplantedividuals than in the progeny of seeds
individuals. Natural selection may thus be strongeryoung seedlings than on greenhouse
grown plants. The transfer of seeds may thus bera efficient strtategy to prevent non-adapted
genotypes from establishing than transplantatioadofits. Then, our results constituted further
evidences that ecological differences rather tregaphic distance should be consider to select
material for the reintroduction, because highelagioal similarity may in some cases be found

between populations from different geographic pdads within a same geographic pool.

The results met both the locesd. foreign and the homes. away criteria for local adaptation
(Kawecki & Ebert, 2004) which is a strong eviderice local adaptation in this endemic rare
species, and this should be taken into accountutaré reinforcement and reintroduction
protocols. However, how to translate the results protocols is still questionable. One solution
would be to match geographical or, better, ecomgiools when selecting the genetic material.
If genetic material is available without limits ethocal ecological pool should be strictly chosen
to reinforce ecologically restrictive northern siteithout risks, as well as in southern sites,
which would be genetically polluted by northern gipes. Howeve3. neustriacas extremely
plastic and in new or intermediate sites, a mixhhige profitable. We feel that the loocad.
foreign criterion might be the right choice in reircement protocols, but that the howseaway

might be considered in reintroduction protocols.

In the general situation of reinforcement or redtriction of rare species we above all
recommend investigation of local adaptation prordintroduction even over small geographic
distances, as our study is another evidence of &maptation in a micro endemic species. In the
absence of such a study we agree with Sackville iltam(2001) that the use of locally

provenance seeds should be standard practice.
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F. Supplementary material and results

TableS1 Ecological variables of populations or populations of Biscutella neustriaca used to

Group SUb_. . " Climatic variables
populations Soil composition
gravel sand «clay silt | RH BIO1 BIO2 BIO3 BIO5 BIO6 BIO7 BIO8 BIO9
North la 61,71 90,72 9,27 0,01| 81,3 11,66 2581 0,60 3554 -7,44 42,98 12,88 7,14
3 51,75 86,18 13,82 0,00|83,65 12,43 28,47 0,65 37,86 -6,15 44,00 12,46 2,35
4a 58,48 84,01 15,96 0,02|72,05 12,36 26,83 0,63 36,58 -585 42,43 12,08 2,33
4nm 81,88 84,30 15,68 0,02|71,25 12,54 25,80 0,62 37,12 -4,53 41,65 12,69 5,03
Si1 62,40 82,57 17,36 0,07|79,65 11,64 25,19 0,59 3547 -7,23 42,70 7,00 14,54
South Sa 57,25 88,64 11,35 0,01|81,45 13,10 28,54 0,66 3794 -561 43,54 2,59 19,58
5th 55,60 88,34 11,65 0,01| 79,4 12,85 27,21 0,66 3564 -537 41,01 7,13 13,11
5i 43,49 83,94 16,01 0,05| 72,3 13,36 28,85 0,66 38,72 -5,25 43,97 10,54 13,55
6a 54,41 81,55 18,41 0,05| 79,3 13,25 29,52 0,65 40,11 -5,50 45,62 2,74 19,75
SI7 60,73 85,20 14,72 0,08|79,55 13,10 29,37 0,65 39,56 -5,37 44,93 8,28 19,56

© 2013 Tous droits réservés.

Climatic variables are air relative humidity (RH) and 8 of the bioclimatic variables described in
Worldclim; Bio 1, annual mean temperature ; Bio 2, mean diurnal range [mean of monthly temperature
range (max. temp — min. temp)]; Bio 3, isothermality (Bio 2/Bio 7) x 100; Bio 5, max. temperature of
warmest month; Bio 6, min. temperature of coldest month; Bio 7, temperature annual range (Bio 5 — Bio
6); Bio 8, mean temperature of wettest quarter; Bio 9, mean temperature of driest quarter. For the 2
last variables we consider one month instead of a quarter.

Table S2. Eigenvalues for the first two principal components of climatic variables for the sites of origin of
the Biscutella neustriaca populations and introduction sites IS1 and IS7

PC1 PC2
Relative Humidity 0,04025 -0,57861
BIO1 0,42162 0,22402
BIO2 0,42779 -0,02465
BIO3 0,36679 0,20633
BIO5 0,40631 0,02922
BIO6 0,26622 0,51311
BIO7 0,31075 -0,28999
BIOS8 -0,27653 0,34383
BIO9 0,30671 -0,32466

BIO, bioclimatic variables described in Worldclim; Bio 1, annual mean temperature ; Bio 2, mean diurnal
range [mean of monthly temperature range (max. temp — min. temp)]; Bio 3, isothermality (Bio 2/Bio 7)
x 100; Bio 5, max. temperature of warmest month; Bio 6, min. temperature of coldest month; Bio 7,
temperature annual range (Bio 5 — Bio 6); Bio 8, mean temperature of wettest quarter; Bio 9, mean
temperature of driest quarter. For the 2 last variables we consider one month instead of a quarter.
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Table S3./n situ results from the analyses of variance (pool, population (pop) nested within pool,
covariate: flowering stage) on flowering stage, flowering stems (height and number), leaves (size and
number) of Biscutella neustriaca. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Flowering stage Flowering stage Stem height
(March 2011) (May2011)

Source df F p F p F p
Pool 1 52.92 <.0001* 1.53 0.2173 0.08 0.774
pop 6 18.83 0.0045* 9.24 0.1608 7.38 <.0001*
Covariate 1.50 0.1702

Number of stems Leaf size Number of

leaves
df F p F p F p

Pool 1 5.56 0.0198* 9.28 0.0027* 5.10 0.0254*
pop 6 8.45 <.0001* 3.09 0.0071* 3.06 0.0076*
Covariate 5.95 <.0001* 0.54 0.8233 2.35 0.0213*

Fig S1. Mean percentage (+ standard error) of significantly different traits between pools and/or
populations of Biscutella neustriaca in situ. Different letters indicate statistically significant differences
between populations. Asterisks indicate significant differences between pools at alpha =0.05
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Supplementary table S4. Analyses of variance on traits assessed in the greenhouse in populations of
Biscutella neustriaca (pool, population (pop) nested within pool, covariate: germination time and
flowering stages for juvenile and adult analyses respectively) on flowering stage, flowering stems (height
and number), leaves (size and number) of Biscutella neustriaca. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Juveniles germination Germination Growth speed Leaf size Number of leaves
proportion speed

Source df F p F p F p F p F p

Pool 1 603 0.0160* 20.77 <.0001* 0.23 0.63 1.29 0.2594 1.97 0.16

pop 6 1.47 0.20 3.55 0.0034* 0.65 0.69 491 0.0002* 0.95 0.47

Covariate 1 9.88 0.0023* 7.17 0.0089* 6.33 0.0138* 37.90 <.0001* 57.41 <.0001*

Adults 2010 Blooming age Stem height Number of stems Flowering stage

Source df F p F p F p F p

Pool 1 0.32 0.58 2.12 0.1522 22.31 <.0001* 1.87 0.1718

pop 6 0.33 0.92 249 0.0359* 2.51 0.032* 3.36 0.763

Covariate 1 0.47 0.50 2.48 0.0250* 0.89 0.35 35.19 <.0001*

Adults 2011 Flowering stage Stem height Stems number Leaf size Number of leaves

Source df F p F p F p F p F p

Pool 1 0.09 0.76 0.29 0.5938 0.50 0.4815 0.01 0.9216 0.21 0.648

pop 6 9.69 0.14 1.21 0.3176 0.42 0.8601 0.89 0.512 2.14 0.0621

Covariate 1/10 8.58 <.0001* 1.11 0.3762 0.75 0.6754 0.53 0.8628

Fig S2. Mean percent (+ SE) of significantly different traits between pools and/or populations Biscutella
neustriaca in the greenhouse experiment. Different letters indicate statistically significant differences

between populations. Asterisks indicate significant differences between pools at alpha =0.05.
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Fig. S3 Traits presenting a significant pool or population effectsfor sown individuals in the
corresponding test environments IS1 (North pool) and IS7 (South pool). a) Overall mean percent (+ SE);
different letters indicate statistically significant interaction between pool and site*. Asterisks indicate
significant differences between pools and/or sites at alpha =0.05; b) Norms of reaction ‘pool x site’.
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Fig. S4 Traits presenting a significant pool effects for transplanted individuals in the corresponding test
environments 1S1 (North pool) and 1S7 (South pool). a) Overall mean percent (+ SE); different letters
indicate statistically significant interaction between pool and site. Asterisks indicate significant
differences between pools and/or sites at alpha =0.05. Reciprocal transplantation experiments in

corresponding test environments; b) Norms of reaction ‘pool x site’.
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Fig S5— The effect of climatic distance (PC1) between the population of origin and the introduction sites

on the traits presenting a ‘site by pool’ interaction for a)northern populations, b) southern populations

Open squares: Northern introduction site IS1; black squares: Southern introduction site IS7. Trend lines

indicate significant effect of the climatic distance on the studied traits.
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Fig S6— The effect of vegetation distance between the population of origin and the introduction sites on
the traits presenting a ‘site by pool’ interaction for a) northern populations, b) southern populations

Open squares: Northern introduction site IS1; black squares: Southern introduction site IS7. Trend lines
indicate significant effect of the vegetation distance on the studied traits.
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Chapitre 3 - Comparaison entre deux stratégies corsvatrices
de renforcement: I'auto-renforcement et l'allo-renforcement par
des individus de populations proches génétiquement

Le projet Life dont bénéficiBiscutella neustriacampliquait la mise en place de
mesures de renforcement. Nous avons montré quépleskion hybride est possible chez cette
espece en cas de croisements d’individus trop rdsiggénétiquement et écologiquement. La
littérature scientifique souligne de plus en plusportance de prendre en compte les risques
potentiels de dépression hybride en conservatide ftit que cette dépression hybride pourrait
limiter le recours au renforcement (Templeton, 198®ornhill, 1993; Edmands, 2007 ;
Frankham, 2011). Dans ce contexte, le principerdegution s’applique.

L’objectif de ce chapitre est de comparer I'effit@de ces deux stratégies « conservatrices » de
renforcement dans une population Biscutella neustriaca « I'auto-renforcement » (c’est-a-
dire un renforcement a partir d’'individus issudalpopulation a renforcer, par semis en serre) et
le renforcement par introduction d’individus isswkes populations les plus proches
génétiquement. L’auto-renforcement pourrait perraedtaugmenter la taille et la densité de la
population afin d’accroitre la probabilité de regwotion entre individus jusqu’alors isolés —
correction de I'effet Allee - sans induire le rigqde dépression hybride. Cette méthode, la plus
conservatrice, peut néanmoins avoir un succesédjrdans la mesure ou elle ne peragftiori

pas de restaurer la diversité génétique de la ptipal a renforcer et ne corrige donc pas la
dépression de consanguinité. L'alternative consisteroduire des individus issus de population
écologiquement et génétiguement proches de la atipuila renforcer.

Nous montrons par cette expérience, une améeélioraignificative de la reproduction par le
renforcement résultant de l'introduction de nouwealleles dans la population en déclin dans le
cas de l'allo-renforcement ou d’'une redistributigpatiale des alleles dans le cas de l'auto-
renforcement.

N.B. Cette expérience a bénéficié du soutien firmrte la SFE (obtention d’une boufsd.es

documents élaborés dans le cadre de cette bogtserit en annexes (annexes 3).

® Chaque année, la SFE attribue des bourses a des doctorant(e)s ou postdoctorant(e)s pour qu’il(elle)s puissent
réaliser un travail de recherche sur le terrain qui reléve de leur propre initiative. Seuls sont couverts les frais de
déplacements et d’hébergements et éventuellement I’achat de petit matériel pour un maximum de 750 euros par
bourse.
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Comparison between two conservative reinforcementrategies in a
rare plant species: self-reinforcement or allo-reiforcement from
genetically close populations?

A. Abstract
Background and Aims While reinforcement is an essential method in sggeconservation the

fear of outbreeding depression tends to hindenses We propose to compare two conservative
reinforcement strategies: “self-reinforcement” {(biyroduction of native individuals grown from
seed in a greenhouses. “allo-reinforcement” by introduction of individuslfrom populations

genetically close to the population to restore.

Methods We compare the effects of both reinforcement measurea population of the
vulnerable self-incompatiblBiscutella neustriacdBonnet (Brassicaceae). The population was
divided into 4 patches: a self-reinforced area,ao-reinforced area, a dense control and a
sparse control. The success of the reinforcemeategies and the effects of density and genetic
reinforcement were evaluated by comparing betwden four patches (1) the fithess of
transplanted individuals in the population to remsg, (2) seed set of native individuals and (3)
progeny fitness-related traits (in greenhouse d¢mnd).

Key ResultsBoth strategies enhance the reproductive succesatiok individuals, in terms of

seed set and seed germination, by improving madgadmlity and genetic diversity, even in the
self-reinforcement strategy, probably due to gepreading within population. Enhanced seed
set in the allo-reinforcement strategy, potentiallye to the introduction of compatible mates,

provides evidences for an S-Allee effect in thafi@iced population oB. neustriaca

ConclusionsOur study illustrates the positive effect of bodinforcement strategies on small
populations. Self-reinforcement may be a practmaipromise when genetic differentiation
between populations is unknown for populations wdtv levels of inbreeding depression.
However, when the risks of outbreeding depressrenaw, allo-reinforcement may be a more

efficient strategy.

108

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

B. Introduction

The conservation management of threatened popuo¢ata species by reintroduction and
reinforcement constitutes an essential tool, aljhaiheir success is mitigated (Godefreidal.,
2011). Reintroduction corresponds to the contrgfiieddement of plant material into a natural or
managed ecological area within the natural distidouof a species, but where the species is
currently absent. Site may be a historical sitepmdsence where species has gone extinct.
Reinforcement is the transfer of additional indiats to an existing population (Akeroyd &
Wyse Jackson, 1995; IUCN, 1998). Reinforcement bansuccessful, fail or even cause
population decline in the following generationspéeding on numerous parameters that have to
be taken into account before transplantation orisgpWGodefroidet al., 2011). Among them,

the provenance of introduced individuals is probaivle of the most crucial.

Reinforcement is basically meant to cure demograpinid genetic problems faced by small
populations, which are the driving forces of thetew of extinction (Lande & Shannon, 1996).
Small and isolated populations undergo genetic i@moslue to random genetic drift and
inbreeding (Ellstrand & Elam, 1993), resulting imealuced fitness of offspringe. inbreeding
depression and/or genetic load (Charlesworth &i8yi2009). Moreover, small populations also
face demographic threats such as demographic stochaand Allee effects (Lande, 1988;
Deredec & Courchamp, 2007). A particular form ofegl effects, the "mate finding Allee effect”
(Gascoigneet al.,2009) concerns the low availability and accessetaual partners and is due to
a positive relationship between reproductive sukcmsd density in local partners. This is
particularly of concern in self-incompatible spegiehere Sl systems reduce the availability of
compatible mates in small populations (Byers & Mesxg1992; Vekemaret al.,1998), leading
to an additional Allee effect, coined the S-Alleféeet (Wageniuset al., 2007; Leduccet al,
2010).

Many threatened plant species are self-incompatif@divieri & Vitalis, 2001). Self-
incompatibility (SI) limits or prevents crossesweén individuals that share S-alleles. Thus, it
promotes outcrossing and prevents self-fertilizatmd its deleterious effects of inbreeding in
small populations (Takayama, 2005). However, aas sé®ve, the incompatibility system leads
to the S-Allee effecti.e. a positive relation between the number of conppagpartners and the
maternal reproductive success. As genetic drift mealgice the allelic diversity at the S-locus

(Busch & Schoen, 2008), the availability of compkipartners and reproductive success can be
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reduced in small populations (Byers & Meagher, 198kemanst al.,1998, De Mauret al.,
1993). As a consequence, the S-Allee effect leada tigher probability of extinction of
populations of self-incompatible species compacespecies where inbreeding occurs (Lestin
al., 2009; Youneet al.,2012).

Supplementing the population with additional indivals, i.e. reinforcement, can stop the
population decline, but the provenance of the feansd individuals is decisive because the cure
must be strong, but not worse than the diseasenWheedecline is mainly due to demographic
factors, such as a bias of sex-ratio, introduceédviduals may originate from the population to
reinforce, what we will call “self-reinforcementThis strategy can increase the size and density
of population, thus reducing demographic stochigtiand the mate finding Allee effect.
However, as different isolated populations are midtely to have evolved different self-
compatibility alleles and fixed different recessigeleterious mutations (the genetic load
hypothesis; Bataillon & Kirckpatrick), heterosisdamcreasing of mating probability for self-
incompatible plants will be more consistently impgd by the transfer of individuals from other

populations (what we will call “allo-reinforcemeit”

However, “allo-reinforcement” brings some questiah®ut the success of foreign genotypes in
the reinforced population and the consequencesoskes between foreign and local genotypes
(Hufford & Mazer, 2003). Indeed, foreign genotypegyht fail to establish in case of local
adaptations to divergent ecological constraints,ilevicrossed progenies might reveal
outbreeding depressiomge. a lower fitness of the hybrids due either to disien in local
adaptation or disruption in intrinsic coadaptatiiesica & Allendorf, 1999 Theoretically,
natural selection may progressively remove thesetgpes but this process might take too long
or might be impaired by drift in small populatioftdufford & Mazer, 2003). Moreover, when
population size is below minimum viable populatisize, outbreeding depression might
significantly increase extinction probability. Thesks of maladaptation and outbreeding
depression may however be limited by choosing fpregenotypes from populations that
genetically and ecologically match the populatiomeinforce (Edmands, 2007).

Although the potential positive effects of reinfengcent to manage natural fragmented
populations are known (Johnsenal.,2010; Taberlet & Bouvet, 1994), few studies haastdd
the so-called ‘genetic rescue’ procedure in reglutetions (Rousselle, 2011). The use of “allo-

reinforcement” procedures has certainly been licthiiecause of the fear of the inherent risks of
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introducing foreign genetic material into populaso(Fischer & Matthies, 1997; Edmands,
2007). In this study, we aimed at comparing theafbf two very conservative reinforcement
measures, that is, self-reinforcement (using oiffgpmdividuals from the same populatiovs.
allo-reinforcement from populations that ecolodicand genetically match the population to
restore. We compare these two methods in a popualafithe vulnerable and endenfiscutella
neustriacaBonnet (Brassicaceadjiscutella neustriacas a self-incompatible species for which
limited seed production in situations of low dewsitas been demonstrated experimentally
(Leducget al.,2010). Genetic differentiation at short spatiallsdeas also been observed in this
species, suggesting short-distance pollen and skgokersal (Leducget al., 2012). The
comparison is done in two steps. In a first step,ewaluate the success of both strategies on the
reproductive success of native individuals. We thealuate the respective contribution of the
self-incompatibility system and heterosis on thecsegs of progeny, by monitoring progeny

fitness in the greenhouse. We address the folloguestions:

1) Do transplanted individuals from native or foreigrigin successfully establish in the
population and do they show comparable vegetatideflawering development as native
individuals?

2) Do the allo and self-reinforcement proceduregehan impact on reproductive success of
native individuals, or on their progeny fithess?

3) Do the effects of the allo- and self-reinforcerngrocedures differ?

C. Materials and methods

1. Study species and population

Biscutella neustriacdBonnet (Brassicaceae) is an herbaceous perempgales endemic to the
Seine valley (Haute Normandie, France). It is d-isebmpatible species (Leducq, 2010),
pollinated by generalist insect pollinators (Epmyis, Bombus, Lepidoptera and Coleoptera,
Leducq, 2010). The fruit is a silicle with two flahed and rounded carpels, each with a single
seed. Carpels come off the replum after ripenihgtdws on calcareous slopes, mainly in sloppy
grasslands and on some cliffs. The species’ deelia® mainly caused by the increase of

interspecific competition due to the abandonmershafep grazing practices.

111

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

The seven remnant populations totalize around 300®iduals, spread over two geographic
groups (northern and southern groups) that arersghfrom each other by eight kilometers
(Fig. S1).B. neustriacahas been evaluated as “vulnerable” (V) on the IURBO List of
Threatened Species (IUCN 2011) and is currentledisn the appendix 2 of the Habitats
Directive (92/43/EEC) and appendix 1 of the Bermwamtion. In 2006, a Life program for its
conservation was initiated (LIFE0O6 NAT/F/000137-sBge ofViola hispida and Biscutella
neustriacain the Seine Valley). Conservation measures iredutthe reinforcement of the most
vulnerable populations. We focused on populatioB Bfig. S1) because of its low population
size (83 individuals recorded in 2010) and becdahsemean individual reproductive success is
lower than in most other populations (Delplanqugy8tsonal observation).

2. Self and Allo-reinforcement scheme

In the summer of 2010, we collected 390 seeds tlmml2 individuals of population Bn3 that
were fruiting at that moment, and 210 seeds froning8/iduals of the neighboring population
Bn4 (Supplementary fig. S1), chosen as the soufcenaterial for the allo-reinforcement
treatment. Very limited genetic differentiation wiasind between populations Bn3 and Bn4 for
nuclear microsatellites and for chloroplast markgeducqget al. 2012). The use of these two
populations may thus minimize the risks of outbnegdlepression (Edmands, 2007; Montalvo,
2001). Seeds were then sown in 66-well flat traljedf with potting mediumin controlled
conditions in a greenhouse (14:10h light:dark aedular watering). Five weeks after
germination, individuals were transferred to a happenhouse left open at both ends for
acclimatisation to external conditions. In OctoB810, we transplanted these individuals into
population Bn3. Potting soil was removed as muchpassible. Plants were watered at

transplantation but not later on.

Individuals within population Bn3 are clusteredoinfour patches (Supplementary fig. S2),
separated by distances of 10 to 20 m, which shawrasted densities. The three patches with
low density (less than 1 individual per square meteere used as self- and allo-reinforced
patches, and as a low-density control (hereafteresl'sparse control”), respectively. The patch
with the highest density was kept intact as a highsity control population (hereafter named
"dense control"). Reinforced patches had similarsdg after planting as the dense control patch
(around 2 individuals per square meter). We intoedu 93 individuals from Bn4 (allo-

reinforcement) and 112 individuals from Bn3 (s@inforcement). Transplantation of half-sib or
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full-sib individuals in close proximity was avoidead limit reproductive incompatibility and
inbreeding depression.

3. Comparison of the success of the two reinforcemestrategies

We evaluated the success of the reinforcementegiest by (i) monitoring the fate of
transplanted individuals, (ii) by assessing theradpctive success of native individuals in the
different patches, and by investigating the fitnelssative individual progeny in the greenhouse.
To evaluate the success of establishment of tranggd individuals, we monitored individual
biomass (estimated by the size of the largest laaf) survival, the proportion of flowering
individuals during the first year, and we estimafemver production as the product of the
number of stems by the height of the highest stémprder to detect potential differences in
phenology between native and transplanted indivedwee recorded the flowering stage of each
individual at a given time (March 24, 2011). 15#kring stages were definédm O=vegetative
individuals to 15=stems totally covered with dekrscfruits (intermediate were combination of

burgeons, fresh flowers, wilted flowers, fruits atehiscent fruits).

We assessed the reproductive success of natiwadodls in the different treatment and control
patches by measuring individual seed st the seed to ovule ratia@ver a period of three
weeks during the peak of fruiting (May, 201Th do so, we marked plants under their youngest
flower, by tying colored sewing threads. We meaduhe seed set from the mark to the top of
the stem at the last developed fruit three weekar.laVithin a three week period, older
developed fruits are not yet dehiscent, thus tiere bias due to falling dehiscent fruits in the

measure of seed set.

Seeds were collected on native individuals immedtiaprior to dehiscence in the
summer of 2011, and we measured seed size andveggiat. Asin situ seedling recruitment is
very difficult to measure in natural conditions tinis species because of the small size of
juveniles and the existence of “vegetative dormanityat may be a confounding effect,
recruitment and life history traits of seeds cdkelcon native individuals from the different
treatment and control patches during summer 201t weeasured in the greenhouse (same
conditions as previously described). In the greeskpwe monitored germination proportion,
growth rate (estimated by the number of days talgee the first leaf), juvenile size, adult

biomass (estimated as the size of the largest kad) flower production (estimated by the

113

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

Figure 1 Mean value (+ SE) for A) Survival B) Seed set; Results of post-hoc analyses are shown above
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AN, Allo-reinforced Native individuals; SN, Self-reinforced Native individuals; Al, Allo-Introduced individuals,
SI Self Introduced individuals; SC, Sparse Control individuals; DC, Dense Control individuals.

Table 1 Analyses of plant performance in the reinforcement experiment

We show values from the analysis of variance and covariance (seeds set and number of stalks x stalk
height, leaf size) and Khi2 statistic from the khi2 test (survival and flowering proportions and
Flowering kinetics); *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; covariates correspond to flowering phenology

ANOVA factors Khi2
Group CoV
N F F Khi2 statistic
Performance of all groups
Survival proportion 296 52,72***
Flowering proportion 92 3.20
Number of stalks x stalk height 67 1,76 28,33
Leaf Size 80 2,09 2,05
Flowering phenology 85 12.05
Reproductive sucess of native individuals
Seed set 56 4,96**
Contrast density 13.10***
Contrast S-allele 7.79%*
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number of stems by the height of the tallest steng) survival of descents. Adult biomass and

flower production were measured at the openingefirst flowers.

4. Statistical analyses

Percent survival and flowering were arcsine tramséml and analyzed by chi squared tests.
Phenology was analyzed by contingency analysis.ofther data were analyzed by ANOVAS or
ANCOVAS using the General Linear Model (GLM) proaeel in JMP8.0. For the measures
performed in the greenhouse, as there was a stibsfanoportion of single descent by maternal
origin, analyses were performed on mean trait wlbby maternal origin. Logarithmic
transformation (In) of data was done on biomassydr production and seed setsituto reduce
heteroscedasticity. Flowering stage was used aariet® in the measure of flowering proportion
and leaf size in situ. Germination age was covarat growth speed, juvenile leaves number
and blooming age in the greenhouse; leaf numberusad as covariate for adult leaf size. For
flower production in the greenhouse, no approptiaesformation was found, and this variable
was analyzed with the nonparametric Kruskal-Wd#ist. For seed set, we performed contrast
analysis between the three high density groups thighsparse control to assess the effect of
local density. In greenhouse studied traits, pldnoemparisons between reinforcement and
control were performed by contrasts where the &ffe€ both allo- and self-introductions were
compared with both control. We also made a contbativeen allo and self-reinforcement.
ANOVA were done with the General Linear Model (GLptpcedure in JIMP8.0.

D. Results
1. In situ fitness of individuals

i Performance of introduced individuals

In the year following transplantation, we obserggghificant differences (p<0.0001) in survival
among treatments (Table 1). All native individuasdsboth reinforced areas (i.e. allo-reinforced
native individuals and self-reinforced native indivals) and in both control areas (e.g. sparse
control individuals and dense control individua®)rvived whereas 21% of local planted
individuals (e.g. self-introduced individuals) abd% of foreign transplanted individuals (e.qg.
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Figure 2 Mean value (+ SE) for A) Germination proportion B) germination time ; Results of post-hoc
analyses are shown above bars
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AN, Allo-reinforced Native individuals; SN, Self-reinforced Native individuals; SC, Sparse Control
individuals; DC, Dense Control individuals.

Table 2 Analyses of plant progeny performance in the greenhouse experiment

We show F-values from Kruskal-Wallis test (Number of stalks x stalk height ) and from the analysis of
variance and covariance(the other traits); Results of Contrast analyses are indicated when significant
differences were detected; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

ANOVA factors
N F Group [G] CoV
Seed & Germination
Seed weigth 192 1.24 -
Seed size 192 0.31 -
Germination proportion 192 1.83 -
Contrast reinforcement vs control 4.53* -
Contrast self vs allo-reinforcement 0.17 -
Germination time 121 3.31* -
Contrast reinforcement vs control 7.74* -
Contrast self vs allo-reinforcement 0.27 -
Juvenile growth and size
Growth rate 113 0.41 4.03
Number of leaves 113 0.51 1.01
Leaf size 113 1.05 4.28*
Adult biomass and flowering
Blooming age 38 1,31 25,72*%*
Leaf size 94 1.13
Number of stalks x stalk height 95 2.59

N correpond to the number of individuals on which analysis were performed; analyses were
performed on mean traits per by maternal origin; covariate for juvenile traitsis germination time
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allo-introduced individuals) died (Fig. 1A). Therere no significant differences (p=0.67; Table
1) in flowering proportion which was high for athtegories of individuals (from 86.4% for allo-
reinforced individuals to 100% for foreign introdut individuals, native self-reinforced
individuals, sparse control and dense control)wEloproduction estimated as the number of
stalks by stalk height and plant biomass estimasdlongest leaf (p=0.13 and p=0.07
respectively; Table 1) did not differ significantbetween categories. We could not fiady

differences on the phenology (p=0.44; Table 1).

ii. Seed set of native individuals

Significant differences (p=0.004) among treatmemse observed on seed set (Table 1). The
highest seed set per fruit has been observedorrahforced individuals (46.5% respectively,
Fig. 1B); whereas the lowest value was observespbarse control individuals (14%). Seed set
values were intermediate in the self-reinforcedaaaad dense control area (seed-set = 33.4;
seed-sefc = 31.4%). Contrast analysis comparing the thraeegawith high densityi.g. allo-
reinforced area, self-reinforced area and dens&alcarea) to the sparse control area was also
significant (p=0.0006; Table 1). Similarly, contrasalysis comparing allo-reinforced area to

self-reinforced area and dense control area wadfisignt (p=0.007; Table 1).

2. Greenhouse: performance of the progeny after reinficement

No significant differences were detected on seeghwdF= 1.24; p= 0.31), seed size (F=0.31;
P=0.82), germination proportion, nor on germinatiate (F=1.83; p=0.16 and F=2.90; p= 0.06
respectively) when all categories were comparetl€ra). Contrast analysis revealed significant
differences between control and reinforced groupgdrmination proportion and germination
time (F=4.53, p=0.04 and F=7.74; p=0.01 respelgfiveligher germination rates were observed
for native reinforced individuals (79.9% and 72.7%l|o-reinforced and self-reinforced

individuals respectively, Fig. 2) whereas contraividuals had lower germination rates (56.4%
and 53.1%, dense and sparse control area respgctig. 2). Individuals from the sparse and
the dense control area germinated more slowly witmean of 53 and 45 days from sowing
respectively whereas progeny of the self-reinforaed allo-reinforced individuals germinated in
22 and 28 days on average. No further differenoe® wbserved on juveniles, for growth rate
and leaf size (F=0.41; p=0.75, F=1.05; p=0.39 retbpely). There were no significant
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differences at adult stage on biomass estimateteddysize (F=1.13; p=0.36), nor in flower
production, estimated by the number of stalks per lighest height of stalks (KW=2.59; p
=0.76).

E. Discussion

1. Density effects

Significant differences were found on seedisetitu. The significance of the contrast analysis
comparing the three zones with high densitg. @llo-reinforced area, self-reinforced area and
dense control area) to the sparse control indicatpesitive correlation between seed set and
plant density. This corresponds to an Allee effébilis positive relationship between the size or
population density and individual fitness ("compoihallee”) was first described in 1949 (Allee
et al. 1949). Gascoigne et al. (2009) defined Adffects due to mate finding as “Mate-finding
Allee effect”. As plants are sessile organismss thmate-finding’ Allee effect can arise as a
consequence of pollen dispersal in outcrossingtpldndividuals in sparse populations are less
likely to encounter pollen from other individuals pollen availability depends on pollen donor
abundance. In entomophilous species, small or sppopulations may be unattractive to
pollinators (Agren, 1996; Lecadet al, 2008). In some species, this can reduce thd twve
cross-pollination and increase the rate of selilization and inbreeding (Van Treurest al,
1994; Kirchneret al, 2005). Evidence for a mate-finding Allee effacs demonstrated in an ex
situ experimental field irB. neustriaca(Leducqet al., 2010), but this is the first empirical

evidence for its occurrence in situ.

2. S-Allee effect

The highest seed-set was found in the native elldforced individuals. The enhancement of
reproductive success was due to a higher localityearss well as to two non-exclusive causes: a
higher availability of compatible mates as a congege of the introduction of new alleles at the
S-locus from populations Bn4, and/or an heterd$ece

However, the absence of significant differencesvben native individuals from allo- and self-
reinforced area for germination traits would fatloe former hypothesis. The S-Allee effect has
been investigated in this species in experimerdatitions (Leduccet al, 2010). The authors
demonstrated that seed set was affected by boteffibet of distance to the pollen sources and

that of restricted mate availability due to Sl. @lg et al. (2008) investigated the S-Allee effect
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in natural populations dBrassica insularis They showed that patterns of variation in average
seed set across populations were partially rel@tedate availability. S-Allee effects have rarely
been investigated explicitly within natural popidat, as it is difficult to disentangle the effects
of pollination limitation, inbreeding depressiondacompatible mate availability due to the S-

locus.

3. Genetic reinforcement

Beyond the beneficial effects of increased denfsityseed set, the significant enhancement of
germination proportion and speed for seeds colfeotereinforcedss. control individuals further
suggests heterosis effects. This higher fitness bbgague to two non-exclusive mechanisms i)
overdominance (heterozygote advantage) or ii) tresking of deleterious recessive alleles
(dominance) (Lynch, 1991). Although overdominancanrot be excluded, heterozygote
advantage is, however, much less likely to contaebio heterosis, particularly when different
populations are crossed (Charleworth, 2009). Ledaic. (2012, in press) found a low allelic
diversity and heterozygote deficiency in naturgbylations of Biscutella which could be due to
biparental inbreeding. The absence of significafferd@nces between allo- and self-reinforced
areas in germination rate and speed suggests tixaigndemes within the Bn3 population
corrects inbreeding depression as well as thedotton of foreign genes. Self-reinforcement
enhances genetic mixing within the population, whggnotype subgroups occur within
populationsj.e. Wahlund effect, due to limited seed and pollegpdrsal (Richards, 1997). Self-

reinforcement might then limit or correct inbreeglolepression and the S-Allee effect.

4. Establishment of introduced individuals and outbreeling depression

No significant differences were observed betweari§m transplanted individuals and local
planted individuals in terms of biomass and flowesduction but a significant difference was
found on mortality. Both foreign and local transpgkd individuals presented higher mortality
rate than native individuals. These results didprovide evidence of maladaptation of foreign
genotypes. Although outbred progeny have not bagafiexlin situ, the absence of evidence of
maladaptation of foreign individuals does not makedorecast extrinsic outbreeding depression

in progeny. Furthermore, traits measured on outpredeny of native individuals in greenhouse
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did not differ between native individuals from thko-reinforced area and individuals from the
dense control area as well as from the self-reoefdrarea. This suggests that there is no

outbreeding depression in outbred progeny.

5. Conservation recommendations

Allo-reinforcement was the most efficient strategy our experiment. Increase of mate
availability and provision of new S-alleles botloyide an enhancement of seed set in native
individuals. Heterosis effect improved progeny d#s in terms of germination rate and speed.
Furthermore, foreign transplanted individuals diad demonstrate maladaptation; their mortality
rate did not differed from local planted individsahortality rate. Thus, in terms of conservation,
and in the specific case Bf neustriacawe recommend reinforcing populations with indivas
that match the population to restore in terms ofiegje similarity as in term of ecology
(Edmands, 2007). However, it is important to highti that even self-reinforcement had
significantly positive effects on the Bn3 populatidhe increase of local density improves seed
set of native individuals and the mixing of deméses germination rate in progeny of
individuals as well as the introduction of foreignividuals. When genetic and ecological data
are not available, it may be advisable to undertakeself-reinforcement with genotype

redistribution when the risk of extinction is sgithat an emergency action is needed.
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Fig S1. Location of the remnaBiscutella neustriacgopulations included in this study (map

from Leducq, 2012).

Fig S2. The four patches of individuals in Bn3
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Tableaul Résultats bruts des réintroductions en termes de taux de survie, de floraison (aprés deux
ans). Les effectifs semés indiqués correspondent aux effectifs semés sur les parcelles de terrains
stables (la mortalité liés aux accidents de terrain ne figure donc pas dans le présent tableau). Les
effectifs ne tiennent pas en compte du recrutement.

effectifs introduits

taux de floraison

Sites (& taux de taux de survie  (apres 2ans de
d'introduction d'introduction Origines germination) (%, aprés 2ans) suivi)
populations naturelles 210 vs 159
SI1 (local vs foreign(l)) (53,33 vs 62,26%) 14,29 vs 26,27 18,75 vs 3,85
croisements inter-
populations 43 vs 44 17 vs 100
(intra vs interpool) (58 vs 52%) 24 vs 13,04 (100%=3ind)
populations naturelles
(local vs foreign) 73 vs 56 76,71 vs 60,71 59 vs 50
croisements inter-
populations (intra vs
interpool) 61vs 119 80,33 vs 80,67 51vs 57
populations naturelles 198 vs 218
SI7 (local vs foreign) (57,76 vs 61,01%) 67,54 vs 41,35 58 vs 71
croisements inter-
populations 44 vs 42
(intra vs interpool) (79,55 vs 85,71) 48,57 vs 52,78 65vs 42,11
populations naturelles
(local vs foreign) 57 vs 73 94,74 vs 91,8 72,22 vs 58,21
croisements inter-
populations
(intra vs interpool) 60 vs 120 88,33 vs 90 75,47 vs 75,93

@ On considére comme « foreign », les plantes du pool génétique sud sur SI1 et les plantes du pool

génétique nord sur SI7
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Synthéseda réintroduction d’'une espece menaceée : succes &
parametres clés

L’'objet de cette discussion, est de mettre en emerdlfclairage nouveau que nos travaux
peuvent apporter a la biologie de la conservatimtamment en termes de réintroduction et de

renforcement, mais aussi de discuter de nouvedesppctives pour cette discipline.

La réintroduction d'espéces menacées fait partégiante des mesures de conservation. Elle
figure comme proposition d’action dans les tragéseglementations internationaux, tels que la
Convention sur la Diversité Biologique, la Conventide Berne, la Stratégie mondiale pour la
conservation, la Stratégie européenne pour la ceatsen des plantes, la Déclaration de Gran
Canaria sur les changements climatiques et la ocoatgen des plantes, ainsi que la Directive
européenne « Habitat » 92/43/CEE (Godefratl al, 2011). Plusieurs opérations de
réintroduction, parfois trés médiatisées lorsqu’ihgit d’espéces emblématiques comme le
condor de Californie, I'oryx d’Arabie, ou en Frandes vautours caussenards (Sarraial,
1994 ont connu des succés remarquables. Pourtant, d¢lawde ces réussites, les résultats des
réintroductions sont globalement mitigés (voir paemple pour les espéces végétales : Allen,
1994; Parsons & Zedler, 1997; Helenurm, 1998; Moyd®99; Krauset al.,2002). En 2011,
une étude de Godefroidt al., portant sur l'analyse des résultats de 249 expés® de
réintroduction d’especes veégétales, a montré uiefaiucces des réintroductions. Ces résultats
se traduisent en particulier par des taux de suoe floraison et de mise a fruit des plantes
introduites inférieurs aux valeurs attendues pag population fonctionnelle, ainsi qu’un déclin

rapide de ces valeurs les années suivant l'intribaiuc

Les résultats des expériences d’introductions séaé au cours de cette thése montrent une
importante variation de la valeur des traits diiigt de vie liés a la survie et a la reproduction
(cf. tableau 1). Ainsi, deux ans apres lintroductioa Biscutella neustriacasur les sites
expérimentaux d’introduction SI1 (Romilly sur AnielNord de l'aire de distribution) et SI7
(Les Andelys, Sud de l'aire), les taux de survieilent entre 13 et 94% (le taux le plus faible
concernant le semis d’individus issus de croisemeémierpool sur SI1 et le plus fort taux
correspondant a I'introduction de plantules isseipdpulations naturelles sur SI7) et les taux de
floraison se situent entre 4% et 76% (respectivénpaur le semis d’individus issus de

populations naturelles du pool génétique sud sur ell'introduction de plantules issus de
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croisements interpool sur SI7). Parmi les paramétriiuencant le succes des réintroductions
chezBiscutella neustriacaon trouve donc les conditions écologiques susites d’introduction,
I'origine géographique des populations sourcessagk ou les types de croisements réalisés
entre populations en vue d’obtenir les individusteoduire et le stade du cycle de vie (graine ou
plantule) lors de l'installation de la populatiogintroduite. L'importance du stade du cycle de
vie a déja été démontrée chez des modeéles aninaRgbertet al. (2004a) (voir aussi Sarrazin

& Legendre, 2000 Méme si nous n‘avons pas eu acces a la divedd#g alleles
d’'incompatibilité, nous faisons le postulat quediaersité des alléles d’'incompatibilité peut
influencer la croissance des populations introguste méme titre que le sex-ratio détermine la
réussite des introductions animales (Besal.,2007. Au-dela de notre étude, on peut rajouter
d’autres parameétres susceptibles d’affecter lasiugles réintroductions. Godefroat al.
(2011) recensent notamment, pour ceux qui expligigemieux la réussite de la réintroduction :
le nombre d'origines introduites (unique ou mukg), la connaissance des causes de déclin,
l'effort de gestion du site pour limiter la comgiéti, la protection du site. Le nombre des
individus introduits, leur nature (graines ou pldes), la connaissance de I'habitat, le choix d’un
renforcement ou d’une réintroduction, le nombradividus introduits ou encore la préparation

du site sont étudiés mais expliquent peu la réaissit

A partir des résultats obtenus et des réflexionséee au cours de cette thése, nous allons
évaluer I'impact de certains parametres sur lasi®isles réintroductions et plus largement de
I'efficacité des transferts d’individus pour la c@nvation des especes. Nous discuterons plus
spécifiguement (1) de I'importance des connaissasoe I'écologie des sites d’introduction ou
de renforcement, (2) de I'état des populations et (3) de l'influence du stade du cycle de
vie sur la réussite des transferts. L'étude de emmier parameétre, aurait di faire I'objet d'un
chapitre de thése. L'expérience ayant échoué, ge que peu de résultats pour éclairer cette
discussion mais je propose néanmoins les pistagftbxions qui avaient mené a la mise en
place de cette expérience portant sur la formeribgidus a introduire (grainegs plantules).
Enfin, nous aborderons sous I'angle de la collaimraentre chercheurs et gestionnaires I'étude
d’un facteur clé pour la réussite des réintrodungtjaen lI'occurrence la préparation et la gestion

des sites d’'introduction.
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A. Ecologie des sites et des populations

Outre les contraintes logistiques qui doivent ptises en compte comme la maitrise fonciere du
terrain et son accessibilité a long terme (SindaiCatling, 2004; Jusaitis, 2005), la définition
d'un « habitat favorable » dans le cadre plus $ipé& d'une réintroduction est complexe
(Fielder & Laven, 1996; Maschinskt al.,2004). Des criteres de sélection d’un site basés su
I'occurrence passée de I'espéce sont insuffiséants qualité » d’'un site n’étant pas figée dans le
temps (Maschinski & Duquesnel, 2007). Par exenlplsgue les habitats d’espéces rares sont
des agrosystémes comme c’est tres souvent le essmas latitudes, la végétation des sites
évolue en fonction de I'évolution des usages. Dareas de la Biscutelle de Neustrie, I'habitat
optimal est lié au pastoralisme, et la déprisecatgiest la principale cause d’extinction de
I'espece. Les sites de présence historiqgue sooualihui en grande partie colonisés par des
massifs boisés avec actuellement des caractésstiéggaphiques défavorables aux communautés

d’espéces de pelouses calcaricoles.

Falk et al. (1996), recommandent de sélectionner les siteslasircriteres écologiques a partir
des connaissances disponibles sur I'espéce. Ldtabitoisi doit étre capable de fournir des
conditions appropriées pour la persistance dewitha introduits, leur reproduction (présence
de pollinisateurs), leur dissémination (présenceveeteurs de dispersion) et I'établissement des
plantules. Si ces parametres sont effectivemergnésss, le probleme de cette approche est
gu’elle ne prend pas en compte la diversité inp@egique, les différences écologiques entre
populations et I'adaptation locale qui peut en ltésuL’'exemple deBiscutella neustriaca,
espéece micro-endémique, démontre que le choix itkss dintroduction doit étre fait, non pas

« uniguement » en fonction de la définition de igha écologique de I'espece, mais également
en faisant concorder I'écologie du site d’introdoistavec celui de la ou des populations sources
pour prendre en compte I'adaptation locale (MomtavEllstrand, 2000). Ne considérer que cet
aspect risquerait cependant de ne mettre en lumigrdes parameétres marquant des différences
entre sites de présence de I'espece, en occuttanté qui est en commun a ces sites, et donc
essentiel. Dans notre étude, cela reviendrait avisager que l'orientation de la pente par

exemple, en oubliant les pollinisateurs.

Nos résultats ont montré que des variations éogpleg importantes pouvaient exister a
différentes échelles géographiques au sein dedéespgJne nette opposition écologique a pu étre

trouvée entre les deux groupes géographiques dalgiimms de biscutelles séparés d'une
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distance de 8km seulement (voir carte en introdagtiDe plus, au sein méme de ces groupes
géographiques, des hétérogénéités écologiquesuctre mises en évidence, notamment par le
rapprochement écologique sur la base de critergegdriologiques d’une population du groupe
nord, Bn3, au groupe sud. Des différences écolegiguportantes ont pu étre mises en évidence
entre les populations du pool Nord, notamment diééreinces climatiques liées a I'orientation
des coteaux tandis que les populations du pooétaidnt écologiquement plus homogénes.

ChezBiscutella neustriacales variations écologiques intra-spécifiques combina de faibles
capacités de dispersion (Leduegal, 2012 sous pressnt conduit a des adaptations locales
divergentes entre populations. Des observationdasies ont été faites chez d’autres espéeces
endémiques commeEentaurea corymbosat Brassica insularis (Petit et al., 2001) ouAster
amellus(Raabova, 2007). Ne pas prendre en compte cesatidagt locales intra-spécifiques
lors du transfert d’individus peut conduire a uhedes réintroductions ou des renforcements.
Les résultats de I'expérience d’introduction eniemnements tests présentés au chapitre 2
montrent en effet qu’il peut y avoir une augmewiatile la mortalité des individus en fonction
des distances écologiques entre habitats d’origfirsgte d’introduction. Par conséquent le choix
d'un site dintroduction ne devrait pas se fairaldpendamment de [lidentification des
populations sources ou puiser les individus. Feinecorder I'écologie des populations sources
et des sites d’introduction peut donc étre déteamtirpour le succés des introductions. Le
meésoclimat, les caractéristiques édaphiques etda@tation sont reconnus comme déterminants
pour définir une gamme d’habitats favorables gpbee dans un contexte de conservation (Falk
et al.,1996).

La mesure des distances écologiques est méthodolygent accessible aux gestionnalres
puisque des outils naturalistes permettant la neederces distances sont déja utilisés en rojitine
par les conservatoires d’espaces naturels. Aissttiedes phytosociologiques ont permis darjs le
cadre de notre étude de produire un descriptif ogiglie fiable de nos populations. [La

composition des communautés végétales, si elleengergne pas directement sur les fact¢urs
écologiques discriminants, est un bon prédicteua giermis la séparation écologique ({les
populations. Ce résultat n'est pas surprenant d@meesure ou les communautés d’espgces

constituent des marqueurs fiables des variatioak@itjues entre les stations botaniques.
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La méthode standard pour examiner I'adaptationléochez les plantes est la transplantation
réciproque, c'est-a-dire un échange de plantes populations occupant des habitats différents.
Cette méthode ne pouvant pas étre appliquée agxesmenaceées d’extinction, l'alternative est
de travailler dans des environnements tests canemt au mieux aux caractéristiques des
habitats naturels de I'espéce modéle. Ces envirnants peuvent étre artificiellement créés en
jardin expérimental ou, comme c’est le cas dane &tide, correspondre a des habitats naturels
non occupés par l'espece étudiée. On parlera iétude en environnement test par
correspondance avec I'expression anglaise « camelspg test environment » (Leimu & Fisher,
2008.

Dans une expérience de transfert, en cas d’adaptaitale, on s’attend a ce que les plantes dont
I'habitat d’origine est le plus semblable a I'emrinement test présentent la meilleure valeur
sélective (validation du critére « loces foreign », Schmidt & Levin, 1985; Bradshaw, 1965,
1984; Levin, 1984). Néanmoins, le critére « loegslforeign » ne dévoile pas les performances
d’'un génotype ou les performances moyennes d’upelaton en dehors de son habitat. Les
résultats du chapitre 2 montrent que cBezcutella neustriacdes populations du pool nord
étaient mieux adaptées au site nord (satisfactioncritére « localvs. foreign ») tout en
présentant pour certains traits des valeurs pligébk dans le site sud (critere « ham@away »

non validé). Les transferts dans deux environnesn@sts ont ainsi permis de démontrer d’une
part de l'adaptation locale mais d’autre part qlaeldptation locale a des conditions tres

contraignantes n’était pas contradictoire avecplasticité forte des populations.

La concordance entre site d’origine des populatiensite d’introduction n’est pas suffisante
pour garantir le succes d’une réintroduction. Cetiaclusion est d’autant plus vraie que les
réintroductions se font dans le contexte despeavemacées pour lesquelles on pourrait
s’attendre a trouver un potentiel adaptatif éra@i@nnaitre la variabilité génétique des espéces
cibles constitue un autre facteur déterminant dicéssi des réintroductions (Godefraad al,
2011).
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B. Diversité génétique : Etat des populations sources nombre de
populations sources

Pour augmenter le succés de réintroduction d'upelation, deux stratégies ont été proposées
(Robert et al, 2002): 1) préserver les adaptations locales,intmoduisant des individus
indigénes ou dont I'habitat d’origine concorde égiduement avec le site d’introduction (May,
1991; Wolfet al, 1996; Montalvo & Ellstrand, 2000) et 2) maxintise variabilité génétique en
introduisant des individus issus de populationsgmént le plus de diversité génétique et sur
lesquels la sélection agira (Tordoff & Redig, 200CEs deux alternatives vont se heurter au

probleme de la rareté des espéces ciblées en catisar

Les espéces menacées sont souvent constituéestiths pepulations isolées. On s’attend
théoriquement a ce que les petites populationeptést une capacité d’adaptation réduite a de
nouvelles conditions environnementales (Heschel &#gé 1995; Lande, 1988 ; Reed &
Frankham, 2003 ; Templetat al., 2001 ; Barrett & Kohn, 1991 ; Helenurm 1998). Edttible

« capacité évolutive » (Houle, 1992) est due a vwar@ation génétique réduite des traits sous
sélection a cause de la dérive génétique (Falckrdackay, 1996) et au-dela de la dérive, les
capacités d’'adaptation sont d’autant plus réduifes la dépression de consanguinité sera
importante (Willi, 2006).

Le role de la taille des populations sur leur ptétradaptif souleve un doute sur leur capacité
d’adaptation dans un environnement d’introducti®elon Willi (2006), le maintien du potentiel
adaptatif nécessiterait non pas plusieurs centalfiedividus par population comme suggérait
entre autres par Franklin (1980; Franklin & Framkhe998), mais plusieurs milliers d’individus.
L’étude de Bowmaret al. (2008) montre en effet que les individus issaspdpulations de
plusieurs milliers d’individus sont capables derdaface a de plus grandes différences
écologiques entre site d'origine et sites d'intrctin que les individus issus de plus petites
populations (moins de mille individus). La loi fédie de protection des espéces aux Etats Unis
(Endangered Species Act, 1973) considere qu’unalatpn, quel que soit le taxon, est viable a
partir de 1500 individus. Néanmoins comme le gmdiShaffeet al. (2002), il n’existe pas de
consensus sur ces effectifs de viabilité en I'absgrour I'instant d’'un nombre suffisant d’études
génétiques et démographiques menées sur du lamg-ter
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Dans le cadre de notre étude, I'effectif global pBu neustriacaest estimé a 6000 individus
environ avec des effectifs par population compngse215 et 1500 individus. Nous n’avons pas
mené d’analyse de viabilité de population chezecesipece (Lande, 2002), il est donc difficile
de poser une hypothese sur la taille minimale d’population viable ni méme sur |'effectif
minimal a introduire pour une opération de réintrcttbn ou de renforcement. Cependant les
analyses génétiques réalisées sur l'espece (Ledtica, 2012) ont montré une diversité
allelique assez réduite en particulier pour les utmtons du pool géographique sud, un
isolement génétique important des populations at pa grand nombre d’entre elles un déficit
significatif en hétérozygotes traduisant probabletmen certain degré de consanguinité, la
encore plus marqué pour les populations du sudadte lde distribution. Les expériences de
transferts en environnements test (article 2) oohtné des difféerences entre pools de la
cinétique de germination avec une vitesse de lanigation plus réduite pour les graines
récoltées dans les populations du sud, différeguepersistaient quel que soit I'environnement
test. On peut supposer que ce trait phénotypicaduitr effectivement I'état génétique des
populations et qu’en conséquence une part imperted populations est affectée par un fardeau

génétique résultant de l'isolement des populatedrge leur effectif reduit.

Au-dela de la question « mix or match », le chaixrebmbre de populations sources est donc
avant tout pragmatique. Le cas de figure idéal, amnglusieurs populations sources de grande
taille dont I'habitat est écologiquement tres pede celui de la population a renforcer ou du
site a recoloniser, est une situation rare, eriquéidr dans le cas de la Biscutelle de Neustrie.
Pour augmenter le succes initial et le «potentieldif» des populations tout en limitant les
effets de la dépression de consanguinité, Vergeed. (2004) recommandent le recours a
plusieurs populations sources. Godefretdal. (2011) soulignent également le meilleur succes
des introductions en mélange depuis diverses pbpns. C'est cette option qui a été retenue
dans le cadre de notre expérience de renforcemdriiclé 3), ou l'on comparait les
conségquences d’'un renforcement par des plantessisiigraines récoltées dans la population a
renforcer par rapport a l'introduction d’individissus de deux populations sources (ou sous-
populations  selon JB. Leducq). Deux populations mhé@&me pool géographique et
écologiquement proches de la population a renfaroeété utilisées pour le renforcement d’'une
population déclinante. Les populations sources derttille réduite (680 et 320 plantes). Nous
avons obtenu par cette approche une augmentagoificitive du taux de mise a graines (seed

set) et une augmentation significative du taux etla cinétique de germination dans la
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population renforcée. Un suivi a long terme estdéniment indispensable pour évaluer

I'efficacité de I'approche sur le taux de croissade la population.

Le succes des introductions ne dépend pas uniqueden’établissement des individus
transplantés dans leur nouvel environnement massialu succes de leurs descendants. Or,
I'utilisation de plusieurs sources de préléevemgmtst conduire a de la dépression hybride dans
la descendance (Montahat al., 1997; Waseet al,.2000; Hufford & Mazer, 2003). Comme on

a pu I'observer cheB. neustriacaarticle 1), deux mécanismes de dépression hylmaleent
étre en ceuvre dans une introduction a partir delptpns sources multiples : 1) la rupture des
adaptations locales chez les descendants de cemiseentre individus bien adaptés au site avec
des individus moins bien adaptés et 2) la ruptues domplexes de genes co-adaptés,
indépendamment de I'écologie des habitats d’origies populations et du site d’introduction.
Détecter la dépression hybride nécessite de matti@ace des expériences de croisements qui
constituent un investissement en temps non négdligeat qui sont donc difficilement
envisageables par des gestionnaires. De plusexisie pas de seuil pour définir & partir de quel
niveau de dépression hybride la persistance deolaulgtion composite réintroduite est
compromise. Frankharat al. (2011) ont cherché a prédire les risques de dgpresybride.
Selon les conclusions de leurs travaux, la proliélde dépression hybride dans les croisements
entre populations génétiguement proches, évoluanis dles environnements similaires et
séparées depuis moins de 500 ans serait plus fgilgda probabilité d’extinction des petites
populations isolées en cas de non interventi plus, certains travaux réalisés ces derniéres
années (Edmandst al, 2005 ; Erickson & Fenster, 2006) tendent a nevntefficacité de la
sélection naturelle a purger la dépression hyblids.effets de la dépression hybride par rupture
des adaptations locales pourraient étre purgésleagnt, peut-étre plus rapidement que ceux
liés a la dépression hybride par rupture de congslede genes co-adaptés (Edmaatds., 2005;
Edmands & Timmerman, 2003).

En résumé, pour maximiser la diversité génétigutala, le choix des populations sources
devrait se porter sur les populations « en bongéaétique». La taille des populations, en lien
avec la densité locale des individus ou encore éaure de traits liés a la valeur sélective en
jardin commun (taux voire temps de germinationxtea mortalité, etc) peuvent constituer un
indice de I'état génétique et du potentiel adaptids populations. Une alternative consiste a
recourir a plusieurs populations en maximisant Eonilarité génétique et écologique. Lorsque

la proximité génétique des populations n’est pasnue ou lorsque les populations sont
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génétiquement éloignées, des croisements expéamermtevraient étre entrepris au préalable

pour estimer les risques et I'ampleur de la dépradsybride.

C. Forme des individus ou Grainewsplantules : le chapitre absent

La question de I'age des individus a réintrodujppaaait comme un parametre important dans
les programmes de créations de populations (Etl&l, 1996; Sarrazin & Legendre, 2000;

Robertet al, 2004a; Menges, 2008; Godefratal, 2011). Dans la pratique, le choix du stade
(graines, plantules, plantes adultes) sous lequidduire les individus semble dépendre le plus
souvent de considérations pratiques (les grainéseptent par exemple l'avantage d'étre
beaucoup plus disponibles et peuvent étre collectre grande quantité au contraire des
juvéniles et des adultes qui nécessitent un tenggréparation en serre ou sur terrain
expérimental). Par ailleurs, I'étape de mise ernucalest forcément synonyme de pertes ; chez
certaines especes dont la germination et/ou le treairdes plantules sont mal maitrisés ce
protocole peut ne pas s’avérer rentable, avec tio ‘iavestissement de départ en graines /
plantes survivantes sur le site’ peu élevé. Néanspde succés des introductions serait plus

faible sous forme graines que sous forme de plesi@odefroicet al. 2011).

Le faible taux de réussite des semis est lié aiblefataux de germination des grainessitu
ainsi gu’a la faible survie des jeunes plantulesstade plantule étant le stade le plus vulnérable
du cycle de vie des plantes (Primack & Drayton,7d9Dans nos expériences, apres deux ans de
suivis, on observe un taux de survie moyen nettermepéerieur chez les individus introduits
sous forme de plantules par rapport a celui dasithgs issus de semis (83 vs 36%). Les taux de
germinationsn situ ne sont en revanche pas particulierement faikilessarient entre 52 et 86%
(pour les croisements interpool sur SI1 et SI7 eeBpement) contre 49% en serre pour cette

méme catégorie. En revanche, la mortalité desydksaprés germination est tres élevée.

Face au succes limité de I'établissement d’indisidypartir d’'un semis, Godefro@ al. (2011)

recommandent le recours a l'utilisation de plargulers des expériences de renforcement et
d’introduction. Cependant, les taux d’'implantativés faibles a partir des graines doivent-ils
réellement étre considérés comme une informatigathée traduisant 'échec du renforcement
ou de la réintroduction ? L’obtention en serre @mfules ne permet pas I'action de la sélection
naturelle sur les phases précoces du cycle deQiigla sélection naturelle sur les graines
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empécherait les génotypes non ou mal-adaptés melahter (Donohuet al, 2005 ; Krahulec
et al, 2006), contrairement aux individus transplantégious aprés germination en serre. Ainsi,
une mortalité élevée des trés jeunes stades sgnaihyme d’une rapide adaptation, alors que les

implantations de plantules n’autoriseraient cedtedion qu’a la génération suivante.

De plus, les individus transplantés sont issusrdigs germées en serre au cours d’'une période
de temps restreinte. On sélectionne ainsi artifergent les germinations les plus précoces au
détriment des germinations tardives ou de capaciiestrée en dormance des graines. Par
conséquent, les individus introduits peuvent présenne variation intra-population restreinte
non représentative de la diversité fonctionnellend’ population naturelle (Bischadt al, 2006).

La différenciation adaptative des populations potnsobserver dans la germination, la survie
des graines et la dormance (Galloway & FensterQ200agmanret al, 2012), la population
transplantée peut donc présenter un plus faiblengiet adaptatif que la population semée. Les
résultats présentés dans [larticle 2 dans le @aseainis ne montrent pas de différences
significatives dans les taux de germination en tionades distances écologiques des populations
aux sites d’introduction. En revanche, les tauxmdetalité sont significativement plus élevés
chez les individus non locaux. Ce patron de mdétalie se retrouve pas chez les individus
transplantés. Ces résultats appuient I'hypothésmed’sélection plus efficace des génotypes

adaptés chez les individus semés que chez lesdnditransplantés.

D’aprés nos résultats d’introduction comme d’apl@dittérature scientifique, les individus
introduits sous forme de plantules ont un meillsuecces initial (meilleur taux de survie et de
floraison) que les semis sous forme de grainesniéms, ces taux initiaux ne sont pas
représentatifs du cycle de vie dans son intégrddigplus, nos résultats montrent une sélection
plus efficace sur les individus introduits sousvierde graines. Faut-il introduire des individus
sous forme de plantules pour garantir une taiikaie suffisamment importante qui limiterait la
consanguinité et qui limiterait la vulnérabilitéxaphénomenes démographiques stochastiques ?
Ou faut-il introduire les individus sous forme deiges pour favoriser leur adaptation au site
d’introduction ? On manque actuellement d’étudemmarant les deux types d’introduction a
long terme, voire sur l'ensemble du cycle de vies dispeces. Dans nos expériences
d’introductions, nous avions introduit sur lI'ensdenliles deux sites 786 graines et 269
plantules (individus issus de récolte en populatioaturelles); au terme de deux ans de suivis,
on dénombre 188 et 200 individus issus du semie da transplantation respectivement. Dans

ce contexte, lorsqu’on dispose d’'une grande quadstgraines, le recours au semis pourrait étre
132

© 2013 Tous droits réservés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

recommandé. Dans le cadre de cette thése, noussawis en place une expeérience qui avait
pour objectif de comparer les introductions sousné de graines et de plantules en site
d’introduction a court et a long terme. Malheurenset de nombreux facteurs ont contribué a
'échec de cette expérience (obtention tardive d'site d’introduction, sécheresse

inhabituellement précoce en saison, longue et setepaturage des individus introduits sous
forme de plantules, semis piétiné par le passagehdeaux, etc). Un compte rendu partiel de

I'expérience figure en annexe (annexe 4).

Les parametres influencant le succés des intrazhgtdiscutés ici ne sont pas exhaustifs.
Godefroidet al. (2011) citent également, parmi les paramétreslelgucces des réintroductions,
la préparation ou l'effort de gestion du site. A t&cteurs de succes, j'ajouterai la collaboration
entre chercheurs et gestionnaires. Je termineztie aiscussion sur ce dernier point qui
constitue un facteur clé pour la réussite desnaictions, mais également pour les progres de

la biologie de la conservation.

D. Collaboration entre chercheurs et gestionnaires :ilan et perspectives

La collaboration entre chercheurs et gestionna@sissouvent abordée dans les conférences
scientifiques sur fond d’écologie, comme ce futds dernierement, au colloque du Réveil du
Dodo 2012. Il en ressort que ce type de collabmmatipourtant favorable aux avancées
théoriques et pratiques de la biologie de la coasien est encore rare, mais en essor. Si ce
manuscrit le laisse peu transparaitre, les travéabsés dans le cadre de cette thése constituent
un des rares exemples de collaboration réussiee erfiercheurs (laboratoire GEPV) et
gestionnaires (Conservatoire d’Espaces Natureldade-Normandie CEN-HN et Conservatoire
Botanique National de Bailleul CBNBL).

Les échanges entre chercheurs et gestionnairesnselef plus souvent sous la forme de
collaborations ponctuelles, ou dans des projefduegrande envergure comme ici dans le cadre
du programme Life Nature 2006/2011: LIFEO6//Nat&/1 La collaboration entre les
gestionnaires et les scientifiques se place daedagique de recherche-action. Pour que ce type
de collaboration fonctionne, chacune des partigsydtvouver un bénéfice mutuel, et chacune
doit comprendre les enjeux et contraintes de l&auRour le gestionnaire, le bénéfice consiste a

trouver des réponses rapides a ses requétes etlior@mles processus de gestion. Pour le
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Photo-Préparation des sites d’introduction par I’équipe technique du CREN (Conservatoire d’espaces
naturels de Haute-Normandie; photo de N. Hautekéete)
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chercheur, il consiste a bénéficier d’'une aidenaple et de la garantie de la maitrise fonciére
ou d'usage des sites d’expérimentation (Vanden-E20@7) ou encore la gestion de I'habitat.
Chacune des parties a un enjeu de rapidité et jen €ie réponse a des questions... mais d’'une
part le gestionnaire a peut-étre un enjeu de r#pplus marqué que le chercheur, ainsi que des
guestions incontournables alors que d’autre parthiercheur a peut-étre des questions plus
fondamentales ou des contraintes de nouveauté édedtats. Ainsi une bonne entente et le
respect des enjeux de l'autre sont nécessaires dafitrouver les expérimentations et les
questions qui répondront correctement a I'enserdblees enjeux. Le travail des chercheurs et

des gestionnaires est donc complémentaire.

Dans la collaboration qui a eu lieu dans le cadreptbgramme Life nature 2006/2012, les
équipes techniques du CEN-HN ainsi que les chatgénission du CEN-HN et du CBNBL ont
participé a la mise en place de chaque expériemterdhin (photos). Le CEN-HN a identifié les
sites pour chaque expérience, et assuré leur ge§tiar paturage extensif notamment). En
retour, les résultats des expériences menées BERY/ ont permis de fournir des informations
sur la biologie deBiscutella neustriacddiversité génétique, régime de reproduction, tadam
locale,...), d’améliorer les protocoles concernanpiéservation de I'espeed, dans un cadre
plus général, de comprendre une partie des écheosussites des opérations de réintroduction
et de renforcement entreprises dans le cadre dieét®e ou menée ensuite a linitiative des
conservatoires a partir des protocoles que nowmawélaborés. Par ailleurs, les expérimentations
ont été menées de maniére a créer de nouvellesatiops ou en renforcer, enjeux du Life, sans

risque sur les populations adjacentes.

Concernant les protocoles futurs a mettre en plkatetermes de gestion de I'espéBe
neustriaca nos résultats ont mis en évidence I'existencelapéation locale chez I'espece de
méme que les risques de dépression hybride locsoiements entre pools. Les réintroductions
futures devront donc se faire :

1) en faisant concorder I'écologie des sites detm@duction et I'’habitat des populations
sources, comme précisé dans la premiére partie disdussion. Ces mesures sont a la portée des
conservatoires (mesure de [lorientation des coteades températures et analyse
phytosociologiques des communautés végétales)

2) en puisant des individus dans des populatiosisess du méme pool génétique ou a
défaut du méme pool géographique. Dans le cas Bisdatelle, la distance géographique est un

bon estimateur de la distance génétique
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3) avec une préparation initiale des coteaux papége ou par des phases de paturage
« flash » (intensif mais de courte durée) pour @t le recrutement des grairgegriori trés
sensibles a la compétition inter-spéecifiqué. @nnexe 1; obtention d’'un taux de germination

presque nul dans les semis en populations natsirelle

Le renforcement peut également étre envisagé cleszpdpulations présentant de faibles
diversités génétiques et/ou des densités localee$aju’on identifie assez simplement par des
taux de mises a graines tres faibles (<30%)

1) l'auto-renforcement peut étre préconisé pogmanter les densités locales et favoriser
le brassage génétique chez les populations quemiess de faibles densités locales mais pas de
probléemes génétiques apparents,

2) l'allo-renforcement a partir de populations génément et écologiquement proches
serait a privilégier pour le renforcement de popafes présentant une faible diversité génétique
neutre et une valeur sélective faible (taux de geation faible, faible succés reproducteur,

mortalité éleveée,...).

Pour conclure, I'exemple de la présente collabonaitiustre ainsi les bénéfices tout autant pour
la recherche en écologie et en génétique (expé&rigéeétique en conditions extrémes, meilleure
compréhension des mécanismes de l'adaptation lpcgie pour le succes des projets de
restauration (définition des stratégies de consienva Néanmoins, a I’heure actuelle, la biologie
de la conservation manque encore d'outils pour rfagp les échanges entre gestionnaires et
chercheurs. En particulier, les chercheurs ont pbligation de mener des travaux de recherche
dont les résultats pourront étre valorisés via udlipation dans des revues spécialisées ; le
travail de collaboration ou de vulgarisation n'étpas valorisé en recherche. Or, il existe un
biais notable dans la littérature scientifique \essexpériences qui « fonctionnent » (Deredec &
Courchamp, 2007). La comparaison faite par Godgfbal. (2011) entre les taux de survie des
249 expériences d’introduction qu’ils ont collecéepartir de différentes bases de données (the
IUCN Reintroduction Practitioners Directory (Sooraed Seddon, 1998), la base de données
ENSCONET (enscobase.maich.gr) et la base de doruetda Société Botanique Italienne
(www.societabotanicaitaliana.it)) et ceux obtenasdglla littérature scientifique (3396.78% en
moyenne) en est une illustration. Pourtant les @&bkent tout autant informatifs que les réussites
en biologie de la conservation et devraient étresic@rés comme un avancement des

connaissances. Elucider les causes d'échec painettr effet d'améliorer le pronostic des
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restaurations futures. Inversement, les millieesptojets de restauration menés a travers le
monde par les gestionnaires pourraient facilemiattéansposés en milliers d’expérimentations
sur I'adaptation locale (McKay, 2005). Il suffirggbur cela que les gestionnaires transmettent
certaines informations essentielles comme (1) dinoe des génotypes transférés, (2) la
localisation du site de la population a restau(8y, le résultat du transfert, en termes de
performance des individus (survie, croissance,odyotion,...). La recherche pourrait alors

bénéficier de ces expériences génétiques en comsliextrémes et variées. En retour, une
meilleure compréhension des meécanismes de l'adaptidicale faciliterait la définition des

stratégies de conservation. La mise en place pampbe de revues scientifigues recensant
'ensemble des projets de conservation, indépendarate leurs résultats en termes d’échecs
ou de succes, de méme qu’une standardisation mfesmations (techniques utilisées, résultats
obtenus, durée du suivis,...) pourrait constituerauii non négligeable en biologie de la

conservation.
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Annexe 1 (1)- Quadras demographiques

Dans le cadre d'une étude de la dynamique des aitipng deBiscutella neustriaca (cf.
Annexel (2)), nous avions mis en place des quatbasemis (de taille 50x50cm) consacrés au
suivis des premiers stades de vie (germinatiofgvéniles) dans chaque population suivie. Le
nombre de graines semées dépendait du nombre degnacoltées au cours de I'é. (
tableau). Aucune graines (ou tres peu) n'avaiengéfpe récoltées sur Bn2 et Bn6a en raison
d’une forte pression d’herbivorie (lapins).

50 graines avaient été semées par quadra. Lesaguasinient été disposeés, lorsque c’était
possible, en marge des populations naturelles de soie les conditions écologiques soient
similaires a celles de la population locale, et lagequadras soient suffisamment éloignés pour
que les semis n’interférent pas avec la dynamigsepspulations et éviter au mieux un apport
extérieur de graines dans les quadras de semis.

Des quadras supplémentaires ou aucune graine n@&éaplantée avaient été définis, afin de
permettre de controler I'arrivée éventuelle de rgrai par dissémination ou la germination a
partir d’'une hypothétique banque de graines surhase d’'un quadra témoin pour 2 quadras
semés; le nombre de ces quadras témoins avaitaétgnenté lorsque les quadras
démographiques n’avaient pu étre placés en pérgtés populations. Le semis avait été réalisé
le 29/10/10 ; le relevé des germinations, réalisé&m plus tard, le 28/10/11, est présenté dans le
tableau ci-apres.

. nb nb de graines nb de graines
sous nb de graines nb quadras . .
. . , quadras  germées (quadras  germées (quadras
populations semés semés L. . .
témoins semés) témoins)

la 275 6 3 7 1

2 . . .

3 69 2 1 0 0

4a 200 4 2 0 0
4nm 150 3 2 4 0

5a 250 6 3 18 0

5f 200 4 4 2 0

5i 200 4 2 0 0

6a

Le trés faible nombre de germinations observé ampermis le suivi des juvéniles. Cette étude
confirme bien qu'une des principales menaces pespéce consiste en la fermeture du tapis
végeétal qui empéche le recrutement.

Ces résultats n'ont pas permis d’obtenir les dosndges premiers stades de cycle de vie
nécessaires a I'étude démographique des populatiengrojet d’étude est néanmoins présenté
en annexe 1 (2), ainsi que certains résultats rexanl (3).
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Annexe 1 (2)- Dynamique des populations d’'une espec
endémique : la Biscutelle de Neustrie. Combinaisoite mesures
démographiques, écologiques et phénotypiques-Projd®tude
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Titre du projet : Dynamique des populations d’une espéce endémi@uBiscutelle de
Neustrie. Combinaison de mesures démographiquemgigues et phénotypiques

Mots clés: biologie de la conservation, adaptation locesgéce endémique, dynamique des
populations

Contexte général

Les plantes rares sont d’autant plus vulnérables @erturbations qu’elles occupent
souvent des habitats particuliers et restreint€ML2002; Maschinsket al.2004). Les questions
relatives a la répartition et I'abondance relatiles especes sont étroitement liées aux causes
sous-jacentes de la rareté qui peuvent étre a$fgrae des facteurs intrinseques (par exemple :
histoire évolutive, traits d'histoire de vie) ou trinseques (par exemple : compétition,
perturbation, fragmentation de I'habitat) ou leexd@Miller & Duncan 2003/cité par Dickinson
2007). Des études de dynamique des populationsyisgiia décrire et mesurer les variations
temporelles et spatiales des caracteres demogragshiguis d’en chercher les causes, sont
indispensables pour comprendre la démographie @msdations locales d'espéces rares. Dans le
cas ou celles-ci échappent au contrdle de I'hontenleut est d’arriver a en prévoir les effets. Si
en revanche elles peuvent étre contrdlées par hieme but sera d’indiquer les moyens de
diriger I'évolution des populations. Les applicaso d’'une telle étude sont multiples en
conservation, tant au niveau de la compréhensiorfodationnement des populations, de
I'évaluation de leur statut, des causes de leulird§oe pour la mise en place de mesures de
conservation et I'évaluation de la réussite dengesures.

Une des clés de la dynamique des populations dereisl’étude simultanée de plusieurs
populations ; il s’agit d'une approche comparatikeur appréhender les variations temporelles
et spatiales de la dynamique d’'une espéce la plaes auteurs s’'accordent a dire gu'il est
nécessaire d’étudier plusieurs populations penghsieurs années (Menges 2008, / cités par
Vaudey, 2009). Idéalement, le suivi doit durer eriret 10 ans, mais il existe encore peu de
références de telles études chez les plantes. Wamigre approche de deux années peut
néanmoins étre informative en fournissant des dessér quelques composantes de la survie et
de la reproduction tels que le taux de germinatitansurvie juvénile, la survie a un an, a deux
ans ou encore le succeés de reproduction (seed Setlle une approche comparative permet
d’évaluer si une population se porte mieux ou mdieh que les autres et d’en identifier les
raisons ; pour mettre en évidence un effet il fautémoin, une référence (ex effet du paturage).
La dynamique des populations implique donc uneegichultanée de facteurs écologiques, de
données démographiques et génétiques.

Espéce étudiée

Le présent projet porte sWiscutella neustriacaune plante vivace hémicryptophyte
endémique de la vallée de la Seine. Xérophile pbklie et oligotrophe, elle se développe
principalement sur des pelouses calcaires ouvettessir des coteaux de forte pente. Classée
vulnérable par L’'UICN (Union Internationale de Censtion de la Nature), cette espece est
protégée et soumise a reglementation au niveatnaitenal (Convention de Berne : annexe ),
au niveau communautaire (Directive Habitats-FauloeeF: annexes Il et IV) et au niveau
national (Espéces végétales protégées sur I'ensehblterritoire : article ler). L'espece a
bénéficié d’'un premier programme LIFE en 1999 mliisy second en 2006 afin, d’acquérir les
connaissances nécessaires a sa conservation etrog ges opeérations de conservation. Il ne
resterait aujourd’huipas plus d400 individus (données 2006-2008) répartis endirene de
populations.
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Etat de I'art

Une premiére étude démographique a été réaliséprintemps 2000 jusqu'en été 2002
par le CBNBL, afin de mieux connaitre I'espd8iscutella neustriacason fonctionnement et
son cycle de vie dans leurs stations naturellesteGeude portait sur deux populations de
Biscutella neustriaca(Bn 4a et Bn 4m) et comprenait principalement :ui inventaire
comparatif du nombre d'individus (entre 2000 et 20@ouplé a leur cartographie au
tachéometre ; ii-un suivi des cohortes de plantdiss 4 quadrats permanents (d'avril 2000 a
juillet 2002) ; iii- un suivi phénologique (pendaoute la saison 2000) de 37 pieds échantillons
adultes (ainsi qu’un inventaire et cartographietaathéomeétre en 2000 sur Bn la et Bn 2a ).
L’étude apportait des informations essentielledesaycle de développement de I'espéce :
- le recrutement des plantuléau printemps et en automne, suivi d'une fortetalit¥ au cours
des premiers mois) ;
- la croissance vegeétatieléveloppement d'une rosette de feuilles, puisedsouche plus ou
moins ligneuse sur laquelle pourront se former toBsu rosettes de feuilles basilaires ;
développement de "rameaux" généralement soutern@ias aussi rampant en surface et
formation de nouvelles rosettes a quelques dissathes souches originelles) ;
- lareproduction sexué@ossible des la premiere année d'aprés les @igmry faites en culture
ex situ; développement, du printemps a la fin de I'étéfiges florales successives ramifiées
portant les fleurs puis les fruits ; les tigesdles séchent completement aprés la fructification ;
- le passage de I'hiverpersistance en partie des rosettes de feuiddlesdires sur les souches,
qui servent d'organe de réserve ;
- la persistancdles individus persistent pendant plusieurs ann@es moins 3) au cours
desquelles les souches grossissent d'année en @ounémnt porter de plus en plus de rosettes et
de tiges florales ; des phénomenes d™éclipse" elddrmance végétative" ont également été
observés : la souche souterraine (ou rampantednestre présente, mais ne développe pas de
rosettes de feuilles, ni de tige florale pendantemain temps (quelques mois, voire une année).
Les pieds adultes de la Biscutelle de Neustrie igiterd longtemps dans leurs stations,
essentiellement grace a trois particularités : dumée de vie intrinséque longue ; une adaptation
a la densification modérée de la végétation ; wawlfé de repartir aprés des perturbations
environnementales (fauche, écorchage, broutage...)).

Cette étude a également permis de mettre en éwddamurincipale difficulté de l'espéece, a
savoir, le renouvellement des individuant dans la formation de graines a partir deslgi
reproducteurs, que dans le recrutement puis laesdes plantules. Ceci est particulierement vrai
lorsque lavégétation herbacée se densifie, rendant quasinngnbssible le recrutement des
plantules.Dans ce cas, les populations se maintiennent gaakepieds adultes présents qui
semblent bénéficier d'une durée de vie relativenmmgue et d'une faculté de résistance a la
densification de la végétation. L'espece a donwmibede pelouses calcicoles rases pour se
multiplier et accroitre ses populations. L'étudeeamis ainsi d’'identifier les principales menaces
sur I'espece, soierfembroussaillement et I'anthropisati@t d’orienter les mesures de gestion,
avec en particulier une gestion de I'habitat, vaire restauration lorsque celui-ci est devenu
trop défavorable (ourlification, embroussaillement)

Les conclusions de cette étude, concernant le ir@aiatlong terme de la Biscutelle de Neustrie
dans la nature, étaient de créer, sur I'ensemislecateaux de son aire d'occurrence, un réseau
dense de populations d'effectifs suffisamment irigmis, et ce, de plusieurs manieres :

- en favorisant I'extension des populations aatggdlar une gestion appropriée de leurs habitats ;
- en renforcant les populations d'effectifs troguiés ;

- en implantant de nouvelles populations permetigiablir des connexions entre celles qui sont
trop distantes, cela sur des sites potentielstt bu apres leur restauration.
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Néanmoins, comme le conclurent les auteurs,d&tétait trop courte et le nombre de
plantules observés insuffisant pour définir préniest le cycle de I'espece dans sa globalité. lls
conclurent donc a la nécessité de poursuivre lesssmis en place afin de compléter nos
connaissances du cycle de vie de l'espece. De plite étude concernait seulement deux
populations de Biscutelles de Neustrie (Bnd4a etnBn4r les études en cours, en conditions
naturelles, montrent queertaines populations se portent mieux ou moins heque d’autres
(figurel).

Parmi les raisons pouvant expliquer ces différeneese populations, on compte
notamment la fermeture du milieu dans les statiBn2 et Bn3, la prédation stochastique et
différentielle entre populations (exemple de Bnéaeast, cette année, particulierement victime
de I'herbivorie par des lapins) mais aussi I'histailes populations (bottleneck potentiel sur les
populations le long de la voie ferrée, historigeela gestion patrimoniale, etc..). A ces facteurs
s'ajoute le fardeau génétiquelii touche particulierement les plus petites population les
populations ayant subit des bottlenecks. Le fardgenetiquecorrespond a I'accumulation de
mutations déléteres qui résulte de la dérive etladaeproduction entre apparentés. La
conséquence de ¢ardeau de dériveest unediminution de la valeur sélectivedes individus
(reproduction moindre, mortalité accrue).

Potentiel Succes Succes
reprod.maxreprod. reprod. Fis Figure 1 Etat des
eff eff 2008 max  max populations étudiees,
pop 2002 2008 2008 2010 en termes de potentlel
reproducteur, de
bnla >300 721 50 60% 49% 0,0267** succeés de reproduction
bn2a 110 74 - 20% -0,033 ou encore de taille de
populations*** p-
bn3cd ? 87 200 40% 32%  -0,016 value<0,001
bn4a 100 77 640 60% 32%  0,060***
bn4dnm >5607? >3507? - 48% 0,014
bn5a 207 70 120 30% 44% 0,01
bn5f ? 262 - 47%  0,091***
bn5h ? 16 - 0,036
bn5i ? 36 - 37% 0,066*
bn6a >200 >154 - 34% 0,1474*

Au contraire, l'adaptation locale de certaines populations a leur environnement
augmente la valeur sélectivales individus dans leur propre habitat. L’adaptatocale est le
résultat du processus par lequel les populatiomsrgént génétiquement en réponse a la
sélection naturelle habitat-spécifique. Elle fagerles traits qui apportent un avantage sous les
conditions environnementales locales. Le résukkates adaptations serait un patron tel que les
génotypes résidant dans un habitat donné présemteran moyenne une valeur sélective
supérieure dans leur habitat local que les génetypen natifs de ce site ou une valeur sélective
supérieure dans leur propre habitat que dans ure aubitat. Les résultats d'études
expérimentales (Courquin, 2009) ont en effet montexistence entre populations de
différences phénotypiques ayant une base génétiqudiées a des différences
environnementalesentre les habitats des populations (exemple fi@drece qui suggere que
certaines populations seraient localement adaptées.
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taille de la rosette
distance "habitat"axel 0,9* (5)
distance "habitat"axe2 -0,288 (5)
distance "communauté"axel 0,294(5)
distance "communauté"axe2 0,262(5)
distance géographique 0,399 (6)
distance génétique 0,451 (5)

b) Tableau de corrélation de Pearson, entre
différences de tailles de rosettes entre populatisnet
distances écologiques, géographiques et génétiques
neutres

Les niveaux de significativité sont basés sur N=n!
permutations, *p<0,05; (h)=nombre de populations ;
Les distances écologiques sont calculées le lorsg2de
premiéres composantes principales d’ACP sur critére
écologiquesc distance "habitat"axel et "habitat"axe2, et
sur criteres de communautés végétales (distance
"communauté"axel et distance "communauté"axe2)

Figure 2. Exemple d’un caractére phénotypique observé em sk taille de rosette, significativement diffét
entre populationsd) et corrélé aux distances environnementales erghatéts ).

Dans ce contexte, il est essentiel d’étudier I'd@émographique des populations,
d’identifier les populations en difficulté et deteléminer les mécanismes sous-jacents. C’est
pourguoi nous envisageons de réitérer une étudvog@phique concernant cette fois
d’avantage de populations et combinant des dornhmegraphiques mais aussi écologiques.

Objectifs :

hY

Limiter les études de conservation a un seul tyjamatlyse (démographique, génétique ou
écologique) peut conduire a une évaluation incotapties facteurs qui menacent chaque
population et éventuellement mal orienter la gesta la restauration a appliquer, comme le
suggere Robert et al. (2004} est pourquoi nous envisageons une étude qui cwmbes
mesures démographiques mais aussi écologiquaséabiypiques. Les intéréts de cette étude
sont multiples :

v Déterminer 'état des populations

Il s’agit d’acquérir unemeilleure connaissancede I'espéce de son fonctionnement, de son
cycle de vie mais aussi de mettre en évidehemt des populations (déclin, stabilité,
expansion) au moyen d’uproche comparative

v Identifier les facteurs régissant la dynamiqueptgsulations
Cette approche doit permettre également de complBidentification des facteurs
intrinséques (traits d'histoire de vie,...et extrinseques (habitat, climat,...) régissant la
dynamique de l'espéce voire de chacune des popusatet de quantifiel’impact des
conditions écologiques et des mesures de gestismr chaque composante du cycle de vie
(germination, établissement et croissance des plesitu floraison, reproduction et
dissémination, survie).’identification des stades critiques du cycle de et des parameétres qui
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agissent le plus sur le taux d’accroissement peranele définir les stades pertinents sur
lesquels agirdans une optique de conservation.

v'Identifier la niche de I'espéce et ses variatigreiales et temporelles entre populations
Pour le maintien a long terme de la Biscutelle @eidtrie, desntroductions et renforcements
de populations sont envisagés. Une approche cothjeest nécessaire pour définir la niche
écologique de l'espéece, ses variations entre lgmlptions. Cette étape est primordiale pour
définir un site favorable aux introductions ou pour sélectionner les populations a
renforcer.’

v' Evaluer le succes des renforcements et introdustion
La connaissance de la dynamique des populationsetias va étre essentielle car elle fournit
une référence qui permet d’évald@mpact de ces différentes actions de gestiotapproche
comparative) et d’'identifier les causes possiblaa échec (Sarrazin & Barbault 1996; Menges
2008/cités par Vaudey, 2009).

En résumé, cette étude doit permettre une medlleannaissance de I'espéce a travers
I'étude de la relation entre structures de popofetiet environnement (climat, végétation,...).
Elle constitue également une aide essentielle acisidns de conservation puisqu’elle va
permettre d’envisager des stratégies de gestion grague population de cette espece rare et
endémique. Elle sera aussi une référence pour évhimpact des opérations de management

Problématiques

On s’attachera a répondre aux questions suivantes :

1) Les populations ont-elles des dynamiques démbggaes différentes? (augmentation, déclin,
stabilité)

2) Y a t-il des variations significatives dans tasx de croissance entre les populations et les
annees?

3) Y a-t-il une relation entre les parametres démplgiques et les variables environnementales?
Il s’agit d’analyser la structure des stades deadividus par population afin d’étudier les
interactions entre les différents stades du cyeleid et I'habitat et d'identifier les facteurs qui
sont corrélés avec la viabilité démographique

Méthode :
A-Généralités

Suivre I'évolution deleffectif total d’'une population permet d’évaluer de facon
relativement fiable si la population est stableegpansion ou en déclin. Le comptage exhaustif
néanmoins présente plusieurs limites : la démaeshgénéralement longue et fastidieuse sur le
terrain, avec des risques d'erreurs liés a I'oleterwr, a la délimitation de la population année
aprés année,... De plus suivre des populations estipeut étre une charge de travail
considérable et mener a I'abandon progressif degsspar manque de temps ou de courage.
C’est pourquoi nous aurons recounsng stratégie d’échantillonnage

Il s’agit de mettre en place des transects ouimidigidus des populations suivies sont
présents (avec une estimation du pourcentage pleplalation gu’ils représentent). Etant donné
la densité de végétation et la taille des transéetsuivi des germinations dans les transects
serait peu fiable et nécessiterait un temps d’@dlamage beaucoup trop élevé. C’est pourquoi

" Par exemple, si des conditions écologiques paiticess sont systématiquement associées a des piopslan
déclin il est probable que I'espéce n’est pas cépale s'adapter a ces conditions. Dans ce casnéoreement de
ces populations en déclin présents dans de telleditions serait probablement inutile. Cependaita variation
des facteurs écologiquesi'explique pas la variation de la valeur sélective, il se pourrait que les populations en
déclin soient tout simplement moins bien adaptées a leur environnement propre. Dans ce cas, le renforcement de
ces populations pourrait leur permettre de s'adapter.
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des placettesont disposées pour y réaliser un semis et un dewigerminations. En effet, les
données sur la germination et les premiers stadefedeloppement sont souvent insuffisantes
dans les suivis démographiques (c’est le cas gedlzédente étude démographique).recours
a un semis de graines (issues de récoltes réalisékss la population suivie) est donc
indispensable

Le comptage des individus se fait sous la formene’ cartographie et d'un
dénombrement par stadesdes plantes (ex juvéniles, adultes fleuris, adulegétatifs). Ceci
permet non seulement de suivfévolution de l'effectif total échantillonnénais aussi de
percevoir lesvariations des performances reproductivetgiu recrutementles variations de la
survie pour un état donngt doncd’identifier les stades critiques du cycle de etedeprojeter
son devenir Cette méthode est particulierement adaptée quesmdcauses de déclin sont
inconnues ou pour quantifier 'impact des difféemactions de gestion. En plus des caractéeres
démographiques mesurés, sont étudiés des caracbemsgiques, phénotypiques (voire
génétiques).

B-Stratégies d’échantillonnages

1- Populations étudiées

Sont étudiées les populations déja suivies en tiondiexpérimentales controlées, soient :
- pour le groupement Nord : Bnla, Bn2a, Bn 3, Bndan ;

- pour le groupement sud : Bn 5a, Bn 5fh, Bn5i e6®8

2- Evaluation de la taille des populations

- L’évaluation de la taille des populations se faar comptage exhaustif des plantes en fleurs,
une fois par an, au moment du pic de floraison

- Cette mesure, en plus de permettre un suivi tiestiés des populations au cours des années,
permet de définir Ipourcentage des populations représentéesns les transects.

Connaissant : i) le nombre total dindividus refrcteurs de la population, ii) le nombre
d'individus adultes présents a l'intérieur des catadet iii) le nombre d'individus reproducteurs
dans les transects ; une relation de proportiotgnpéut étre établie pour estimer le nombre total
d'individus adultes de la population.

3- Dénombrement par différents états des plantes da des zones de comptage délimitées
Mise en place et définition des transects

- Le protocole doit permettre titection sans ambiguité des individus, année apresnée.
Pour cela les transects sont délimités avec dds p® géometre, les individus peuvent étre
marqués avec des étiquettes métalliques ou plastigu sont cartographiés (via des quadrats
avec maillage ou via leurs coordonnées par rappodes points fixes, par principe de
triangulation, ...). Dans legones denses, la taille des transects peut étéxuite pour limiter

les problemes d’identification des individus anra@es année (I'expérience montre que les
suivis sont souvent abandonnés sur des grandettaren zones denses, a cause des confusions
entre individus chevauchants).

- L’échantillon doit étreeprésentatif et non biaisépour donner une@nage réduite maisnon
déformée de la population entiére. La taille des transestsrelative a celle de la population,
leur forme et taille dépendent de la configurati@s populations et de la taille des plantes, des
effectifs, de la bpologie et derépartition des individus. Les transects sont plagdass des
zones de présence, sans chercher a choisir systéiqagément les zones les plus denses
individus, afin dene pas biaiserl’échantillonnage vers les zones les plus dynassga un
temps t, alors que les futures zones de recrutepoemtaient se trouver en périphérie.
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- Chaque plantule dgiscutella neustriacgui apparait a l'intérieur des transects est obser
numérotée, localisée précisément et son dévelopgemm@phologique est étudié jusqu'a sa mort
(= suivi des cohortes).

4 - Semis et suivis des premiers stades de vie

- Desquadrats additionnels plus petits (quadrats de taille 50x50cm), somisagrés au suivis
despremiers stades de viggerminations et juvéniles) qui sont parfois difes a repérer au
milieu des adultesDes graines issues de la population suivie y sordnsées(le nombre de
graines a semer dépendra du nombre de grainedéexau cours de I'été ; I'objectif étant
d’obtenir une trentaine de germinations). La diséa@ntre transects et quadrats additionnels doit
étre suffisamment petite pour que leurs condit@r@ogiques soient similaires, et suffisamment
éloignées pour gque les semis ne puissent interdéex la dynamique dans les transects et éviter
au mieux un apport extérieur de graines dans ladrgts de semis.

- Des quadrats supplémentaires ou aucune graisé plantée sont définis, pour permettre de
contrdler l'arrivée éventuelle de graines par digs@tion ou la germination a partir d’'une
hypothétique banque de graines.

- Ces quadrats seront repérés par des plots deegi&sninon dangereux ni pour le bétail ni pour
les promeneurs),

5- Fréquence d’échantillonnage :
Le suivi des transects et placettes est effecfoés/an (mars, juin, septembre, décembre) des la
mise en place des quadrats.

C-Suivis : Combinaison de mesures démographiquesh@notypiques et écologiques

1- Mesures démographiques

Il s’agit dans un premier temps d’étudier la stmoe des populations, soit d'identifier des
catégories en fonction de leur stade de développegeaines, plantules, adultes végétatifs,
adultes reproducteurs) et de leur état (ex broutégmour ensuite déterminer la densité relative
et/ou des proportions de ces différentes ‘clas&agetou « stades de vie » (Gatsuk et al. 1980;
Rabotnov 1985/cités par Vaudey, 2009). Cette in&ion pourra étre utilisée pour décrire la
situation démographique de chaque population et rddier aux caractéristiques
environnementales, telles que la structure et taposition de la végétation environnante, les
caractéristiques édaphiques, la gestion de I'higbita

Des parametres démographiques comme le recrutetaentortalité, I'espérance de vie, la
répartition de la population en classes d'agesue d'accroissement, la densité et la variation
de densité sont étudiés.

2- Mesures phénotypiques

On mesure des traits fonctionnels :

- des traits morphologiques commetddlle et la croissancedes individus (nombre de feuilles,
longueur et largeur de la plus grande feuille, @aumaximale de hampes, ...).

- destraits reproducteurs comme lintensité de floraison via t@mbre de hampes florales, de
fleurs de chaque individu reproducteur, la tailles dnflorescences, la fécondité (nombre de
graines par plantes), la taille min pour la floosisle ratio pollen/ovule ...Ce sont des traits
fonctionnels quirépondent particulierement bien aux changements dumilieu et ils
permettent d’établir des réponses générales dateplaux modifications de leur habifat.

8 L’hétérogénéité spatio-temporelle du milietinfluence lesuccés reproducteurdes individus au travers des
mécanismes qui vont limiter la production de graine la prédation, ii- les facteurs génétiquéds tgie la
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Caracteres mesurés

Intérét

seed set

La fécondité est une composdetk fitnesgelative des plantes (en ta
que contribution a la génération suivante).

taille de graine (approximée p
taille du demi fruit)

aune composantee la fitness(une grosse graine favorise une bo
croissance de la plantule, la compétitivité etc.)

Le nombre de graines par fle
(lou2)

uune composantge la fithess succés du reproducteur.

taux de germination

une composaméela fitness

taux de mortalité des jeung

plantules

2gine composantde la fithess

phénologie de la germination

germination non optimale peut en effet affecteslavie des plantules
leur reproduction future et donc leur valeur séecien fonction deg
conditions météorologiques,...)

phénologie de la Floraison
(montaison, 4 fleur, suivi du
stade des hampes)

h

Important dans une perspective’allorenforcement : tout décalage
d’ordre génétique dans la floraison pourrait ergrales flux de géne
entre individus introduits et individus locaux maigssi une diminutiof
directe de la valeur sélective en cas de carenpelemnsateurs au momer
de la floraison

taille de la rosette, de la pl

grande feuille, du nb de feuilles
la 1° fleur

Isnvestissement dans les parties végétatives
a

hauteur de la hampe flor
principale a la dfleur

a‘ldnvestissement dans la reproduction

3- Les caractéristiques écologiques
Il s’agit de caractériser chaque habitat, de fag@ouvoir relier les parametres démographiques

et écologiques.

Dans chaque site, pour chaque transect, les vesigigblogiques suivantes seront mesurées :

Important dans une perspectivd’allorenforcement une date de

D

£}

el 2]

1,2012

variables Intéréts

Les communautés végétales intégratrices de nompggametres environnementaux

La pente, [lorientation, la température, |lparticipent aux conditions plus ou moins xériques |d

composition du sol sites ; la disponibilité en eau est un agent ingrtrtle |a
sélection naturelle

Structure de la végétation : hauteur et recouvrémé&naduisent le degré de fermeture de la

des strates herbacée, arbustive,... population et le niveau de compétition inter spgui et
participent aux conditions plus ou moins xériques |d
sites

La température, 'humidité de l'air La naissance d'un environnement de stress hydfique
commence généralement par une réduction de I'htdnidi

relative de I'air ; le stress hydrique est congd&smme
l'une des plus importantes conditions de stresstigbis
en termes d’inhibition significative de la croisearet de
la reproduction des plantes.

Herbivores, parasites, compétiteurs, pollinisateu

Evaluer I'ampleur de la compétition intra et
interspécifiques, la disponibilité en pollinisateurs, la
prédation,...

Chez les especes qui dépendent des pollinisateurs pour

dépression de consanguinitét I'autoincompatibilité, iii-ou la limitation des ressourceset lalimitation de la
pollinisation, souvent liée a la variation environnementale.
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leur reproduction, et particulierement chez les espéces
auto-incompatibles, le succés reproducteur est
intimement lié a la disponibilité en pollinisateurs et a
leur efficacité. La présence de ces derniers peut
présenter des variations inter-annuelles, dépendre des
conditions climatiques plus ou moins favorables au
moment de la floraison, et également étre spatialement
hétérogene ...

Il pourra étre également intéressant de complésr |
recherches sur les facultés d'échanges génétiies
les populations voisines (recherche de pollen sar |
insectes pollinisateurs, ...)

Svynthése de la demande d’autorisation :

- Installation de plot de géomeétre et/ou d’aimantrpleurepérage des transects et des
guadrats pour une durée minimale de 5 ans

- Etiquetage exhaustif des individus le long de ckdgansect

- Semis dans chaque population des graines prélawéislement dans la méme
population ; le semis est réalisé en parapatrieefomarge) de la population
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Annexe 1 (3)- Dynamique des populations d’'une espec
endémique : la Biscutelle de Neustrie. Combinaisoile mesures
démographiques, écologiques et phénotypiques-Résilt partiels

L’étude de la dynamique des populations devaiiaileitnent constituer un chapitre de la présente
thése. Elle s’articulait autour de 3 suivis : 1§vBluation de la taille des populations, 2) le
dénombrement par différents états des plantesdiszones de comptage délimitées (transects),
3) le semis et suivis des premiers stades de vie des quadras de semis.

Comme on l'a vu en annexel (1), le dernier suid pu aboutir du fait des faibles taux de
germination obtenus. C’est pourquoi nous n’avorssipgégre la dynamique des populations au
présent manuscrit.

Nous avons néanmoins élaboré le cycle de vie dpdee, ainsi que réalisé le suivi les transects
au sein des populations (résultats non présentés).

Diagramme de cycle de vie

f.s0
. a
—
U $3.(1-a3)
$2.(1-02)
S1.al

S= graines ; R = individus végétatifs, F = indiwsden fleurs pi correspond aux transitions
entre les stades ; si, correspond aux probabdiésurvie (i = 1,2, 3¥,correspond a la fertilité (a
estimer via le seed-set et le nombre de hampesdbpar plante),

Le pas de temps de ce cycle est annuel.
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Perspectives

L'idée serait, a partir du cycle de vie, d'obtéesr différentes valeurs de transitions pour chacune
des populations (probabilité pour un juvénileddeenir végétatif et sa probabilité de survivre,
probabilité pour un juvénile de fleurir et sa sarvprobabilité pour un individu fleuri de
redevenir végeétatif et pour un individu fleuri ftieurir encore I'année suivante, etc...) et calcule
un lambda. L'utilisation des suivis des semis dird SI7 réalisés dans le cadre de I'étude des
adaptations locales pourraient permettre une appetion de I'ensemble des parametres du
cycle de vie pour chacune des populations étuddégsermettre une étude pertinente de la
dynamique des populations &8éscutella neustriacaPour cela, une poursuite de ces suivis est
nécessaire.

Une fois ces transitions connues, un modele démbarae pourra étre mis en place et surtout
des analyses de viabilité & plus ou moins long eéepaurront étre réalisées en faisant des
projections stochastiques (a savoir créer de lahsuiicité dans les parametres en tirant
aléatoirement leur valeur dans une loi statistignegénéral binomiale ou poisson pour la
reproduction).

Il sera aussi possible de tester s'il existe défrdnces significatives entre les paramétres

démographiques pour les différentes populations gjme tester les sensibilités et élasticités des
paramétres démographiques au lambda et voir lesqillent le plus sur le lambda.
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Présentation du jeu de données :

Les 9 especes se décomposent en especes dominantes (especes 1 a 5)

Theése de

Betty Courquin, Lille 1, 2012

v' Données utilisée par Legendre et Gallagher dans leur article (Ecologically meaningful

transformations for ordination of species data, 2001)
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artificiels croissants puis décroissants et 4 espéces rares (especes 6 a 9).
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suivant des gradients

Figurel-Représentation graphique du gradient artificiel crée par Legendre et Gallagher

(2001)
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Les gradients sont linéaires, recopiées avec un décalage pour chaque espece.
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Annexe 2- Evaluation des Distance écologiques sunmhées
floristiques

(d’aprés le rapport de stage de Valentin Pacquet)

Les travaux présentés ici sont inspirés de I'artad Legendre et Gallagher (2001). lls visent a
utiliser un gradient artificiel d’abondances d’esge pourévaluer différentes techniques de
mesure de distancesn comparant les résultats obtenus aux résultsdas. Les criteres
d’évaluation utilisés sont i) le respect des dédfées propriétés mathématiques rencontrées lors
de l'analyse de données ordinales ii) la capacitepaesenter lgradient écologique artificiel
issu de Legendre et GallagherCe gradient artificiel se compose de 19 siteaatérisés par les
données d’abondances pour 9 espedcefigure 1).

Les méthodes étudiées ici sont : 1) I'analyse em@santes Principales (ACP) sur la distance
euclidienne et sur la distance de Hellinger 2)dsifponnement dimensionnel non métrique (Non
Metric Multidimensional scaling NMDS) sur 1) la tiiace de Hellinger,2) la distance issue du
coefficient de similarit¢ Gamma de Goodman et Kalisg) la distance de Podani.

1. Présentation des méthodes
1.1 L’analyse en Composantes PrincipalesACP)

L’ACP est une technique fréquemment utilisée paprésenter des sites d’échantillonnage a
'aide de données d’abondance. Pour le calcul dsamites écologiques, on utilise la
représentation graphique des sites puis on caleslalistances a partir des coordonnées des
points représentés. Cette technique réalise lelodécdistances euclidiennes. Or cette mesure de
distance peut générer des regroupements erronés sasl’absence commune entre sites d’'une
espece plutdt que sur 'abondance des especenfmedd. tableau et Legendre & Gallagher,
2001). Pour éviter ces regroupements errones, rehffés transformations mathématiques
permettent de réaliser des ACP selon différentesunes de distance telles que les distances de
Chord, de Hellinger ou de chi carré. Ces transftiona sont appliguées aux données
d’abondance brutes, les nouvelles données peuvenite étre analysées via I'ACP qui sera
alors basée sur une distance autre que la disearaiglienne. L'intérét de ces transformations
est de pouvoir réaliser des ACP sur n’'importe dagiciel. On retiendra ici la distance de
Hellinger recommandée par Rao (CR, 1995) pour if@iibn de donnée d’especes. L'’ACP
utilisant par défaut la distance euclidienne, leanes sont pré-transformées pour que I'ACP
utilise la distance de Hellinger (Legendre & Ggliar ,2001) :

Vi
! S

'}jff - 1.

avec yij 'abondance de I'espéce j dans le sigyi+ la somme de
I'abondance de I'espece j dans I'ensemble des. sites
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Distance formule propriétés
Hellinger | Génere des
) N TR TN
Digettinger (x1.%2) = Z \f — ! v — regroupements basés sur
=1 Yi+ Y2+ Iab .
abondance des espéces
présentes en ne se basant
y, espéce ; X, site; yij, abondance de l'espece j dans le site i; yi+, que sur les différences
’ ’ \ H ’ .
somme de I'abondance de I'espéce j dans I'ensemble des sites entre deux populations
pour une espéece donnée.
« Gamma » |DG =1-(a—-b)/(a+ b)| Prend en compte 'ordre
issue de des données et non leur
Iindice de | Intervalle [0,1] (O = similarité totale) valeur exacte.
similarité a : nombre de paires de variables (lignes ou sites) pour lesquelles
I'ordre des espéces j et k est identique Insensible aux
Gamma de
)
Kruskal et ' ' . . changements d’échelles
Goodman b : nombre de paires de variables (lignes ou sites) pour lesquelles d’abondances des especes
, . : .
I'ordre des espéces j et k est inversé. (échelles de Leps-
Sminauer et de Van Der
Maarel).
Podani |P =1-2(a—b+c—d)/[n(n— 1)]| Basée sur le coefficient
n est le nombre de variables (en I'occurrence le nombre d’espéces) | Gamma mais tient compte
a : nombre de paires de variables (lighes ou sites) pour lesquelles en plus de I'information
I'ordre des espéces j et k est identique. fournie par le caractere de
présence-absence de
b : nombre de paires de variables (lighes ou sites) pour lesquelles certaines espéces entre
, . ; .
I'ordre des espéces j et k est inversé les différents sites.
¢ : nombre de paires de variables (lignes ou sites) pour lesquelles les
valeurs sont simultanément égales pour les especes j et k.
d* : nombre de paires de variables (lignes ou sites) pour lesquelles
les indices d’especes sont a égalité pour au moins un des sites tout
en étant comparé de maniére a ce que de un a trois des indices
comparés sont égaux a zéro. Ces paires indique une différence
entre les sites au moins en terme de présence/absence.
*exemple :
j k j K j k j
1 0 ou 1 1 ou 1 0 ou 0
0 0 0
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1.2 Le positionnement dimensionnel non métrique (Non Meic Multidimensional scaling
NMDS)

La technique du positionnement multidimensionneh moétrique ¢f. Legendreet al, 1998)
suppose une approche inverse de celle de 'ACPcafrule d’abord une matrice de distance
écologique entre les sites et seulement ensuipeoneffectuer une représentation géométrique.

A partir d'une matrice de distances (ou de simtiari/ dissimilarités) le positionnement
multidimensionnel permet d’obtenir une représeatatgéométrigue dans un nombre de
dimensions n s’ajustant au mieux selon un criténenéd a I'ensemble des distances observées.
Le résultat est une représentation des sites dansspace euclidienLa qualité des
représentations obtenues est caractérisée par unelgur de « stress »Le stress est une
valeur reflétant I'amplitude des écarts de mont#ientre la matrice de distance de départ et
celle qui est représentée. En clair plus cetteuwvadst élevée moins la représentation obtenue est
de bonne qualité. Au contraire, une faible valezistitess indique que la NMDS a pu représenter
sans difficulté I'essentiel des informations comntes dans la matrice de distance.

Pour réaliser un positionnement multidimensionh&ut tout d’abord une matrice de distance.
On retiendra ici : 1) la distance de Hellingef. paragraphe précédent), 2) la distance issue du
coefficient de similarité Gamma de Goodman et Kalisk) la distance de Podani.

(NB. Logiciel utilisé : R, fonction dist du packagProxy pour le calcul des matrices de
distances ; fonction metaMDS du package Vegan laodalisation des NMDS).
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Tableau 2 Evaluation du calcul des distances écologiques via ACP selon les distances euclidiennes et

la distance de Hellinger

Pertinence

Représentation selon les deux premiers

axes de I’ACP.

Distance
euclidienne

mathématiquement non valide

69% de la variance des données brutes
expliqué par les deux premiers axes

Représentation graphique : fort « effet
d’arche » : rapprochement des sites 15
a 19 par rapport au site 1, or le site 1 et
les sites 10 a 19 n’ont aucune espéce en
commun.
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0.4

Distance de
Hellinger

mathématiquement non valide

71% de données

transformées expliqué par les deux

la variance des

premiers axes

Représentation graphique : léger effet
d’arche : rapprochement des sites 17a
18 par rapport au site 1
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2. Evaluation des méthodes
2.1 L’analyse en Composantes PrincipalesACP)

Les ACP basées sur des distances euclidiennesres &aypes de distances (Chord, de Hellinger
ou de chi carré) sont mathématiquement incorrdatesye d’opérateurs mathématiques tels que
I'addition, la soustraction, la multiplication et dlivision).

L’ACP sur distance euclidienne présente des résudiaonés liés a un « effet arche » (tableau
2): des sites qui n'ont aucune espece en commuaraippent écologiquement plus proches que
deux sites ayant une bonne partie de leurs espcesmmun. L’ACP sur distance de Hellinger
présente un effet arche nettement réduit et pedinbtenir des résultats plus cohérents.

Bien que mathématiquement incorrecte I'’ACP restqiiemment utilisée et permet d’obtenir des
résultats qui restent ecologiquement intéressdets ACP basées sur la distance de Hellinger
fournissent des résultats plus précis.

2.2 Le positionnement dimensionnel non métrique (NoMetric Multidimensional scaling
NMDS)

Tout comme pour I'ACP, la NMDS basée sur la distanle Hellinger est une technique
mathématiquement incorrecte (la distance de Hdatingnpliguant des divisions et des
soustractions, deux opérations mathématiques naarisées sur des données ordinales).
Néanmoins, la représentation des sites obtenuespmnnd bien a I'attendu théorique.

La NMDS basée sur la distance calculée a partltimidice de similarité Gamma de Kruskal

et Goodmanest mathématiquement correcte. La représentatiersiies obtenue est cependant
plus éloignée de l'attendu théorique ; en partautles sites différents sont regroupés (tableau
3). Ceci s’explique par le fait que 1) le coeffiti@le similarité Gamma de Goodman et Kruskal
« compte » les paires de valeurs qui sont dan€taerordre et celle qui ne le sont pas et que 2)
les sites artificiels utilisés possédent tous lenmé&radient d’espéce simplement décalé. Par
conséquent l'indice voit un certain nombre de sti®mme identiques alors qu’ils ne le sont pas.
Néanmoins ce gradient artificiel d’especes a lacstire parfaitement réguliere est éloigné des
jeux de données réelles. La distance Gamma reateadpriori utilisable sur des données réelles.
L’indice de Podani procéde comme I'indice dgmilarité Gamma de Kruskall et Goodman, par
conséquent I'indice de Podani voit également utasenombre de sites comme identiques alors
gu’ils ne le sont pas. Néanmoins, l'indice de Pddeccorde un poids non négligeable aux
especes rares, en tenant compte des doubles abgenabsence d’'une méme espéce sur deux
sites) comme critéere de ressemblance. Or, I'utibsades doubles absences pour calculer les
distances écologiques est critiquable, 'absenc@eal’espéce pouvant étre liee a de nombreux
facteurs autres que les conditions environnementhde sites (Legendre, et al., 1998).

Parmi les trois NMDS testées, la mieux approprigels jeu de données théoriques est celle
basée sur la distance de Hellinger. Néanmoinstréés NMDs semblent a priori appropriées
pour la représentation de données réelles d’'abaed@elles.
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Podani ou les distances issues du coefficient de similarité Gamma de Goodman et Kruskal

faible valeur de
stress : 7,4%

Faible effet d’arche :

résultats proches de
I'attendu

serie.mds$points[,2]
-0.2 0.0 0.2 04 0.6

-0.4

-0.6

Distance et Pertinence Représentation graphique des données artificielles a I'aide
formule d’'une NMDS

Distance de mathématiquement

Hellinger incorrecte MDS bota, Stress = 0074

0.2 0.0 0.2 0.4

serie.mds$points[,1]

Distance issue
du coefficient

mathématiquement

05

faible valeur de
stress : 3,2%

accorde un poids
important aux
especes rares

0.4

0.2

serie.mdgspoints[2]

0.0

-0.2

S

sit§1s

de similarité correcte
Gamma de .
Goodman et différents sites S n
Kruskal s’agluttinenten 4 £
points, le site 10 ™
restant isolé _
poids accordé aux ‘ ‘ ‘ ‘
especes rares limité 2o os ‘;:sz[l] os 1o
Distance de mathématiquement DS hota, Siress = 0,032
Podani correcte
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Annexes 3 (1)- Expériences de renforcement chez uegpéce
endémique : la Biscutelle de Neustrie

Projet candidat pour une bourse SFE 2010

Vue du site Bn3

157

© 2013 Tous droits réservés. http://dOC.UHiV-|i||e1 fr



Thése de Betty Courquin, Lille 1, 2012

Titre du projet : Expériences de renforcement chez une espéce endemla Biscutelle de
Neustrie. Prise en compte de la dépression hylliédea I'adaptation locale et a la distance
génétique entre populations.

Mots clés : biologie de la conservation, adaptation localéprdssion hybride, espece
endémique, auto-renforcement, allo-renforcement

Contexte général
La perte de diversité génétique est un theme desidréa conservation. La diversité génétique

intra-spécifique constitue un facteur de survid'évolution future pour les espéces. Les espéces
en danger présentent généralement des effectifitsedne structuration en petites populations
isolées et de faibles niveaux de diversité génétayliintérieur des populations. L’érosion de la
variabilité génétique des petites populations asparticulier liée a la dérive génétique, soit la
fixation stochastique d'alleles. La dérive génétiqpeut affecter le potentiel évolutif des
populations par réduction de la diversité alléligeteentrainer une diminution de la valeur
sélective moyenne individuelle (reproduction fajlheortalité accrue) par fixation par hasard
d’alleles a effet délétére dans la population (atslle concerne des alléles a effet délétere
récessif trop faible pour que la sélection natarellisse les éliminer rapidement). On parle de
fardeau de dérive. Ces populations de tailles téglygrésentent alors une plus forte vulnérabilité
aux facteurs stochastiques et peuvent étre endimidé@ns un vortex d’extinction. Dans ce
contexte, le principal objectif de la conservatiinne espece en danger consiste a assurer sa
survie et son adaptabilité a long terme, soit, gmmég et restaurer sa diversité génétique (Lande
& Barrowelough, 1987 ; Bijlsmat al., 1994/cités par Petiet al, 2001). C’est pourquoi les
stratégies de conservation incluent souvent desfees d’individus entre populations (allo-
renforcements) pour augmenter la diversité génétaps populations fragmentées en déclin ou
pour éliminer les effets déléteres des croisememti® apparentés (« inbreeding ») associés aux
petites populations (Westermeadral.,1998; Vila et al, 2003/ cités par Robertsehal, 2007),
idéalement apres avoir identifié et éliminé dedefacs responsables de ce déclin (tels que
I'abandon des pratiques agropastorales).

Un autre probleme auquel sont confrontées les egetiopulations concerne la
disponibilité et l'acces aux partenaires sexuedsdénsité des individus va donc jouer un role
majeur dans la viabilité des petites populationsagant un impact direct sur les succes
reproducteurs des individus. En particulier, il st&i une relation positive entre le succes
reproducteur et la densité locale en partenaires. diminution de la densité entraine donc une
diminution du succes reproducteur. Il s’agit d'uifiee Allee (« Mate finding Allee effect»,
Gascoigneet al, 2009). Les effets Allee sont régulierement décdomme les principaux
mécanismes affectant la viabilité des populatioemacées (Deredec & Courchamp, 2007). Le
renforcement (allo-renforcement comme auto-renfoerg), par augmentation de la densité au
sein des populations permet, en maximisant lesghibtés de rencontre entre partenaires, de
réduire cet effet Allee (Mate finding Allee effes).

L’allo-renforcement permet d’augmenter la densigé thdividus d’'une population, tout
en augmentant la diversité génétigue. Néanmoinallodfenforcement amene certaines
interrogations quant au succes des nouveaux géwtgns leur nouvel environnement et sur la
facon dont les populations existantes, adaptéescaunxgitions locales, seront affectées par
I'introduction de ces nouveaux génes et génotygasparticulier, le croisement des individus
introduits avec les individus locaux peut condwreine réduction de la valeur sélective des
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descendants via la perte d’adaptations localesatescpour la viabilité des populations locales
(Storfer, 1999). On parle alors de dépression kgbréxtrinséque (Allendorf, 2001). La
dépression hybride peut aussi résulter d’'un méganis genétique » (Lynch91/cité par Schierup
1995). Elle correspond dans ce cas a la dissosidogénes coadaptés ou a la sous dominance a
certains loci. On parle alors de dépression hybntienseque. Le renforcement aurait dans ces
cas un effet négatif sur la croissance de ces ptipos.

Le choix entre allo-renforcement et auto-renforcetnméest donc pas trivial. La stratégie
optimale est un compromis entre 'augmentationadéiversité génétique suffisante garantissant
la survie et I'évolution a long terme des populasi@ restaurer, 'augmentation des probabilités
de rencontre entre partenaires par augmentatida densité et la conservation des adaptations
locales.

Especes étudiées

Le présent projet porte sBiscutella neustriacajne plante endémique de la basse vallée
de la Seine, strictement localisée dans un pérntitrl 30 ha, trés restreint par rapport a son aire
historique. Elle figure sur les listes de plusiergglementations nationales et internationales de
protection, dont 'annexe Il de la directive habitdATURA 2000) et représente donc pour la
France une trés forte responsabilité patrimon{@2éeprojet accompagne un programme européen
LIFE consacré en partie a la sauvegarde de csftece. Les opérations de recherche sont
réalisées en contact étroit avec des gestionndiespaces naturels : le Conservatoire Botanique
National de Bailleul et le Conservatoire des Site¢1aute Normandie.

Etat de l'art

Les suivis réalisés sur cette espece, par les Gaiege des Sites Naturels de Haute-
Normandie et Conservatoire Botanique National déldsd, ont permis, dans le cadre d'un
premier projet life (LIFE 99 NAT/F/006332, intituléPriority species, chalk grasslands and
screen in the lower Seine valley catchment ared’idgntifier les causes extrinseques de son
déclin (abandon du paturage, pressions anthropiqyest de mettre en place des mesures de
gestion (reprise du paturage, étrépage, protectemertains sites,...). Les études menées en
parallele au laboratoire GEPV ont permis de dédowertaines causes inhérentes a la biologie
de l'espece et pouvant participer a son déclin tple I'existence d'un systeme d’auto
incompatibilité sporophytique pouvant affecteritadss individuelle via I'effet S-Allee (Leducq
JB, 2009), les capacités de dispersion limitéeso@berie,...) et l'isolement génétique
consécutif des populations (Leducq JB., 2010). jeotif final, consiste en I'élaboration d’'un
protocole de conservation poBrscutella neustriacareposant sur une analyse synthétique des
equilibres entre dispersion, adaptation et viabdiés populations.

Une premiére étape dans ce programme a été fraanhi@vembre 2008. Il s’agit d’'un
plan d’auto renforcement d'une des populations deubelles présentant un fort potentiel
reproducteur mais un faible succés reproducteute @epulation se démarquant génétiquement
des autres populations (Leducq JB, 20€68ure 3, il s'agissait d’introduire des individus issus
de la méme population pour accroitre la densitadividus dans la population et corriger ainsi
I'isolement reproducteur sans modifier la composigénétique de la population. Les premiers
résultats sont encourageants, étant donné queriantgtion de la densité par auto renforcement
a permis une augmentation significative du sucepsoducteur chez les individus natifs de la
zone renforcée (figure 1). Néanmoins le taux de @nisuit reste inférieur a la capacité de
I'espece (figure 2), ce qui suggere un problemdéteession de consanguinité.
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nombre d’ovules produits)

Pour augmenter les effectifs des populations toutlieminuant la dépression de consanguinité
apparente, la présente étude vise a la mise ea glaxpériences de renforcement utilisant cette
fois des transferts d’individus entre populatioalo(renforcement).

Face aux risques que comporte l'introduction dimdlis issus d’autres populations (voir
contexte), une étude portant sur l'adaptation mads populations ainsi qu’une étude sur la
dépression hybride sont en cours (voir résultadirpmaires ci-aprés). Certaines devraient
s’achever au cours du mois de juillet 2010. Lesltés de ces études permettront de guider le
choix des populations a utiliser dans le renforagme

Problématiques

Comme énoncé précédemment, une expérience d’aflorcement peut étre compromise
par I'introduction d’individus non adaptés a I'eroninement d’introduction, ceux-ci pouvant ne
pas survivre dans ce nouvel environnement et/oaieer de la dépression hybride en cas de
croisements avec les individus locaux s’ils sumivpisqu'a la reproduction. Néanmoins, un
simple auto-renforcement ne semble pas suffisamt staurer une population. On peut donc se
demander quelle méthode, auto renforcement ourafiforcement, est la plus efficace pour
assurer la restauration des populations, soit treergation des effectifs des populations a courts
termes et leur persistance a longs termes.

Méthodes :

Il s’agit de tester et comparer en conditions redkess I'effet de I'auto renforcement et de I'allo-
renforcement sur la réussite de la reproductiors dieux populations dBiscutella neustriaca
Les populations s’organisant en 2 groupements festgbloignement géographique, différences
écologiques et isolement génétique ; figure 3), pmgulation va étre renforcée dans chacun de
ces groupements.

Avril-Juillet : - Mesure des taux de mise a fruit (pour compligerdonnées de mis a fruits déja
récoltés dans certaines populations (figure 2) tendant le suivis a toutes les populations) ;
confirmation de I'état de conservation des popoiati et identification des populations a
renforcer (choix des populations présentant les falibles taux de mise a fruit).

Mai-Juillet : - Récolte des graines dans toutes les populations

Juillet-Aolt: - Semis en serre et préparation des plantuleslpdransplantation
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Octobre: - Transplantation des individus issus du semisserre dans les populations a
renforcer en 2 zones : 1 zone auto renforcée (sdrgsindividus issus des récoltes dans la
population a renforcer seront transplantés et J zalo renforcée (les individus transplantés
seront issus des populations les plus proches giqalement et pour lesquelles les risques de
dépression hybride seront les plus faibles). Uned@e sera choisie comme zone témoin. Les
travaux antérieurs ont montré une distance de digpedu pollen en moyenne trés limitée ce
qui permet d’envisager lI'expérience de comparaisotre zone allo et auto renforcée a
I'intérieur d’'une méme population.

- Cartographie et marquage de tous les individurednits et locaux.

- Etrépage au préalable des transplantationseadroits les plus denses afin de
maximiser la probabilité de germination des futugesnes

Octobre 2010- octobre 2012 Suivi démographique a raison de quatre suigisgn (survie des
individus réintroduits et locaux, recrutement diesjules, potentiel et succés reproducteur, taille
des individus : diameétre de la rosette, taille @elus grande feuille,...). Le suivi se fera de
maniere exhaustive. Ce suivi sera pérennisé ausmpandant les trois années de ma thése ce qui
permettra d’évaluer I'impact a court terme du recdment et de comparer I'efficacité des deux
types de renforcements.

- Pour éviter une densification de la végétatitmbiscutelle de Neustrie étant une
espéece peu compétitrice) une gestion de I'habaafauche et ou paturage pourra étre envisagée
afin d’ouvrir le milieu et favoriser le recrutemedes plantules. Les individus transplantés seront
protégés par des exclos.

iw

Figure3 : a. localisation géographique des 2 groupements ; b. Arbre des populations fondé sur la distance Dq¢ (Cavalli-
Sforza et Edward, 1967). Seules les vzleurs de bootstrap supérieures a 50% sont affichés ‘Siniarski, 2008)

Résultats attendus :

En auto renforcement on s’attend a ce que l'augatientde la densité en individus dans la zone
étudiée entraine une augmentation du succes regmdu(le pollen n’étant plus limitant) : il
s’agit de reconnecter entre eux les individus saén d'augmenter leur probabilité de se
reproduire. Les individus devraient présenter wx t@e mise a fruit supérieur a ceux de la zone
témoin. En allo-renforcement, on s’attend a un tdexmise a fruit supérieur a ceux des zones
d’auto renforcement et zone témoin. Au bénéficd’alggmentation de la densité en individus
s’ajouterait l'introduction de diversité génétiguen s’attend donc a une diminution de la
dépression de consanguinité. Un taux de mis a ifntétrieur en allo-renforcement suggérerait
une sous-estimation de I'adaptation locale parbggriences classiques d’étude des adaptions
locales.
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Conclusion :

Il s’agit d'une expérience de conservation visaétablir les meilleures stratégies pour le
renforcement des populations chez la biscutell@alestrie. L'expérience pourra permettre de
tester en conditions naturelles les prédictions elg®riences préliminaires sur la dépression
hybride et 'adaptation locale réalisées en serrenesites d’introductionsglon les populations
utilisées (populations les plus interchangeablamdioint de vue écologiques par exemple), les
taux de germination étaient meilleur en allofécamaqu’en autofécondatigret donc de tester

si les expériences réalisées en serre et/ou en @xgérimental sont suffisantes pour prédire le
comportement des individus introduits en populaiomaturelles. Les résultats de cette
expérience pourront orienter les stratégies deoreefment d’autres especes menacées qui ne
bénéficient pas des moyens mis en oeuvre pour egpice.
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Annexe budgétaire

- Frais de déplacement pour une sortie terrain: 87€

(essence : un aller retours Villeneuve d’Ascg-Roeeries déplacements sur place entre les
différentes populations coltent environ 60 eurgsege : 27€)

-Frais d’hébergement pour une personne sur plaze :

(une nuit en hotel formule 1 (petit déjeuner nompas):

_Les sorties terrain se feront par équipes de dopees. Une sortie terrain dure 3 jours (soit 2
nuits sur place). Les frais pour une sortie tersagéhevent donc a : 343€

La transplantation des individus impliquera une&aieux sortie soit 343€ ou 686€

Les mesures de succes reproducteurs implique idstetrain soit 1029€

- Petits matériels : clous, rubans de marquage axgydable (montant non calculé)
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Annexes 3 (2)- Expériences de renforcement chez uegpéece
endémique : la Biscutelle de Neustrie.

Rapport de fin de projet (Bourse SFE 2010)

<.

Photo Renforement de Bn3, le 4 novembre 2010. Photo de Nin Hautekeete
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Photo 1 : Marquage d’une hampe florale de
Biscutella neustriaca pour la mesure du seed set Photo 2 : semis en serre

Photo 3 : cartographie au décametre des Photo 4 : creusage, préparation des plantes
individus de la population a renforcer (nettoyage des racines, etc.,..) et arrosage des
plantes apres plantation

BT

Photo 5 : ceusage, préparationdes plantes
(nettoyage des racines, etc.,..) et arrosage des Photo 6 : équipe et vue du site
plantes apres plantation
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Mardi mars 29, 2011

Expériences de renforcement chez une espéce endémique : la Biscutelle de Neustrie.

Prise en compte de la dépression d’outbreeding li€el’'adaptation locale et a la distance
génétique entre populations

Betty Courquin

UMR CNRS 8016, Laboratoire de Génétique et Evotuties Populations Végétales, Batiment
SN2

Université des Sciences et Technologies de Lille-39655 Villeneuve d’Ascq Cedex
betty.courquin (at) ed.univ-lillel.fr

Dates de début et fin du séjour de terrain : Avalrembre 2010

Résumé

Avec le soutien financier de la SFE, nous avons emsplace une expérience de
renforcement d’une population @éscutella neustriacaespece endémique de Haute Normandie
menacée d’extinction.

Les premiéres sorties terrain en Haute Normandiesorlieu a partir du mois de mai,
avec plusieurs objectifs initiaux : 1- évaluerd&te 'ensemble des populations afin d’identifier
la population a renforcer, 2- récolter les graidass la population cible et dans des populations
non menacées (sur la base d’analyses phylogéngtaécologiques préalables) pour assurer le
renforcement, 3-mettre en place I'expérience déoreament.

Il s’agissait de confirmer I'état de conservatioss chopulations et d’évaluer le succés
reproducteur par la mesure des taux de mise a(fepport du nombre de fruits produits sur le
nombre initial de fleurs ¢f. photos ). Le choix s’est porté sur Bn3, population présentant
faible effectif (83 individus recensés aux cours derties) et un faible taux de mise a fruit, soit
un risque élevé de consanguinité et de « Mate rimdillee effect », c’est-a-dire, un faible
succes reproducteur lié a la faible probabilitgodiinisation, du fait d’'une densité en individus
moindre.

Au cours des sorties terrains, des graines ontré&téltées dans Bn3 et dans les
populations les plus proches génétiqguement et écplement et présentant un faible risque de
dépression hybride (la dépression hybride corred@ota réduction de la valeur sélective des
descendants par ‘dilution’ des génotypes localeradaptés aprés croisements entre populations
ayant divergé suite a la sélection naturelle oudigsociation de genes coadaptés). Les graines
récoltées ont ensuite été semées en serre en (pHieto 3 en prévision du renforcement de Bn3
sous forme de plantules. Apres germination lesvidds ont été mesurés, rempotés puis
transférés en «serre tunnel » pour une acclimatatiogressive aux conditions extérieures.

En paralléle, les plantes de la population Bn3 fait I'objet d’'une cartographie
exhaustive au décametre (photo 3. Chaque individu a été étiqueté. Au sein de laugation,
trois groupes d’individus ont pu étre distinguéso(pes distants entre eux de 10 a 20m). Un
groupe a été choisi pour mettre en place l'autdereement, un autre pour I'allo-renforcement,
enfin le dernier patch, présentant la densitéua plevée, a été utilisé comme témoin. Les plans
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de renforcement ont été établis a partir de laogasphie, en cherchant a atteindre des densités
égales en allo et auto-renforcement mais ausdadls de patchs similaires.

Au préalable du renforcement, les services teclasigiu conservatoire des sites de Haute
Normandie ont ouvert les zones les plus embroléssilde la station (taille des arbustes et
évacuation des déchets, ...) de maniere a homogén@sestructures de végétation sur
I'ensemble de la population.

Début novembre, 112 individus issus du semi dengeade Bn3 ont été transplantés sur
le terrain dans le cadre de l'auto-renforcemeritQ&t individus issus du semi de graines des 2
populations les plus génétiquement et écologiquéenpeaches dans le cadre de Iallo-
renforcement. Chaque individu introduit a été é&iduet reporté sur la cartographie de la
population. Les opérations de renforcement (phdtost 5) ont nécessité la participation d’'une
équipe de 7 personnes et une journée et demiawkl t(photos 6).

Un suivi régulier (une visite mensuelle) sera mispéace pour évaluer la survie des
individus mais aussi le taux de mise a fruit amse le recrutement dans les 3 zones. A termes,
ce suivi permettra de déterminer laquelle des até&gres de renforcement, autes allo-
renforcement, est la plus efficace pour le mainéiéong terme des populations.

Justifications

Avec la contribution financiére de la SFE et daeschdre du programme LIFE
‘conservation des endémiques des Boucles de laeSHiormande’, une expérience de
renforcement a été entreprise chez une populagdistutella neustriacdjgurant sur les listes
de plusieurs réglementations nationales et intenmaes de protection. Cette espece présente
des effectifs réduits et une distribution en pstgepulations isolées.

L’érosion de la variabilité génétique des petitepylations est en particulier liée a la
dérive génétique, soit la perte/fixation stochasgig’alléles. La dérive génétique peut affecter le
potentiel évolutif des populations par réductiorlaldiversité allélique et entrainer, a terme, une
diminution de la valeur sélective moyenne indivitRi€reproduction faible, mortalité accrue)
par fixation d'alleles a effet délétére dans layapon (lorsqu’elle concerne des alléles a effet
délétére recessif trop faible pour que la sélectiaturelle puisse les éliminer rapidement). On
parle alors de fardeau de dérive. Ces populatientailes réduites présentent une plus forte
vulnérabilité aux facteurs stochastiques et peuééet entrainées dans un vortex d’extinction.
Dans ce contexte, le principal objectif de la coveaton d’'une espéce en danger consiste a
assurer sa survie et son adaptabilité a long tectest a dire, préserver et restaurer sa diversité
génétique. C’est pourquoi, les stratégies de cwasen incluent souvent des transferts
d’individus entre populations (allo-renforcemenpgur augmenter la diversité génétique des
populations fragmentées en déclin ou pour élimlasreffets délétéres des croisements entre
apparentés (« inbreeding ») associés aux petifadaimns.

Un autre probleme auquel sont confrontées les egetfiopulations concerne la
disponibilité et I'accés aux partenaires sexugisplfleme accentué chdes espéces auto
incompatibles, ou les probabilités de croisemegizeddent également du nombre de groupes
compatibles fombre d’alléles-S))ll existe une relation positive entre le sucamoducteur et
la densité locale en partenaires, une diminutioladkensité entrainant une diminution du succes
reproducteur. La densité des individus va doncrjoweréle majeur dans la viabilité des petites
populations en ayant un impact direct sur le sucepsoducteur des individus. Il s’agit d’'un
effet Allee (« Mate finding Allee effect»). Les ef§ Allee sont régulierement décrits comme les
principaux mécanismes affectant la viabilité depypations menacées. Le renforcement (allo-
renforcement comme auto-renforcement), par augrnientde la densité au sein des populations
permet, en maximisant les probabilités de rencaaritee partenaires, de réduire cet effet.
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L’allo-renforcement permet d’augmenter la densgé thdividus d’une population, tout
en augmentant sa diversité génétigue. Néanmoiralo-fenforcement améne certaines
interrogations quant au succes des génotypes uitsodans un nouvel environnement et sur la
facon dont les populations existantes, adaptéescauxitions locales, seront affectées par
I'introduction de ces nouveaux genes et génotypesix cas de figure doivent étre envisageés,
(1) le croisement des individus introduits avecifebvidus locaux peut conduire a une réduction
de la valeur sélective des descendants via la gextiaptations locales cruciales pour la viabilité
des populations locales. On parle alors de dépmedsybride extrinséque. (2) La dépression
hybride peut aussi résulter d'un mécanisme « ggumeéti>. Elle correspond dans ce cas a la
dissociation de génes coadaptés ou a la sous daceina certains loci (désavantage des
hétérozygotes). On parle alors de dépression hybntilinseque. Le renforcement aurait dans
ces cas un effet négatif sur la croissance deamslgtions.

On se retrouve donc devant un dilemme « mix or matcfaut-il maximiser la diversité
génétique, garante de la survie et de I'évolutiotoray terme des populations par un allo-
renforcement, avec les risques de dépressions dagrgu’il comporte, ou simplement
augmenter les probabilités de rencontre entre meres par auto-renforcement tout en
préservant les adaptations locales de la populagaforcée ? En fait, dans I'état actuel des
connaissances, il n’existe pas d'outil pour répendrce dilemme. C’est pourguoi nous avons
entrepris cette expérience de comparaison entee auallo-renforcement.

Biscutella neustriacaest une espéece idéale pour un tel projet. Il 8’dlyine plante
endémique de la basse vallée de la Seine, figwantes listes de plusieurs réglementations
nationales et internationales de protection, d@mnkxe Il de la directive habitat (NATURA
2000). Les mesures de conservation de la biscutileNeustrie incluent le recours au
renforcement. Une expérience d’auto-renforcemetiéja été mise en place chez cette espéece.
Une augmentation significative du succes reproducieété observée chez les individus natifs
de la zone renforcée, mais celui-ci demeure infiéraux valeurs maximales observées pour
I'espece, ce qui suggere un probleme de dépresoconsanguinité ; I'augmentation de la
densité n’est donc pas l'unique facteur limitansileces reproducteur. Pour cette raison nous
avons décidé d’entreprendre un allo-renforcement pogmenter la diversité génétique locale
et corriger une probable dépression de consanduiMais, chezBiscutella neustriacades
adaptations locales des populations a leur habitatpu étre détectées, ainsi qu’une forte
structuration génétique des populations, ce quit pendre délicat une expérience d’allo-
renforcement. Les distances génétiques et écolegiges populations sont connues, mais |l
n'est pas possible de déterminer a partir de quelistances il existe un risque de dépression
hybride.

Ainsi, I'expérience envisagée ici répond a deweotifs principaux : d’'un point de vue
conservation, il s’agit de renforcer une petite ydapjon de Biscutelle de Neustrie présentant un
faible effectif et un faible succés reproducteud’yn point de vue scientifique il s’agit de
comparer deux techniques de renforcement : l'a@idarcement (introduction d’individus
originaires d’autres populations) et l'auto-renfarent (introduction d’individus issus de la
population a renforcer).

Méthodes

Le choix de la population a renforcer s’est faif@mction de I'état des populations : Bn3,
population choisie pour le renforcement, présemtefaible effectif ainsi qu'un faible succes
reproducteur, donc une candidate idéale pour I'eepée de renforcement.

Le renforcement a été réalisé par plantation daggundividus, une centaine en allo-
renforcement comme en auto-renforcement. Pour ads, graines ont été récoltées en
populations naturelles les mois précédant la tlanggtion puis semées en serre. Nous
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connaissions au préalable la structuration génetitps populations (marqueurs chloroplastiques
et marqueurs microsatellites) ainsi que sur I'égi@ales populations (facteurs écologiques les
plus discriminants et communautés végétales). Nmasis bénéficié également des premiers
résultats de croisements de certaines populatinss renseignant sur les risques de dépression
hybride. Nous n’avons pas pu utiliser les expégsradassiques pour tester la dépression hybride
extrinséque et I'adaptation locale, c’est a digettansplantations réciproques qui présentent trop
de risques chez les especes menacées. Les expérient donc été menées, non pas en
populations naturelles, mais en serre et en damisites d’introduction éloignés des populations
relictuelle mais présentant des similarités écojogs avec les stations connues. L’ensemble de
ces informations a permis de guider le choix depufations pour l'allo-renforcement ; il
s’agissait de prendre les populations les plush@®génétiquement et écologiquement de la
population a renforcer et présentant les risqueslé@t@essions hybrides les plus faibles. Le
protocole pour I'auto-renforcement avait pour obfete limiter la reproduction entre apparentés
pour éviter les problemes d’'incompatibilité et depbssion de consanguinité ; pour cela, le
prélevement des graines dans la population Bn3 fsigsde maniere a maximiser le nombre de
meres et ainsi limiter la proximité entre demi/pl&ieres transplantés.

Les effectifs en auto et allo-renforcement ontigtéoduits de sorte a obtenir des tailles
de patchs comparables (pour ne pas biaiser l'titirmaades pollinisateurs, I'espéce étant
entomophile) et de sorte que les densités autaichaque individu des zones a renforcer soient
identiques (le succeés reproducteur étant impacgadie par la densité : entomophilie é¥late
finding Allee effect).

Résultats et discussion

Nous ne sommes pas encore en mesure de présenté@sditats sur cette expérience, la
transplantation ayant eu lieu début novembre 2@0dremiéres données quant a la survie des
individus seront disponibles a la fin de I'hiverePvisites mensuelles permettront de suivre la
survie des individus transplantés et le succeodejuteur des individus des zones renforcées et
témoin.

En ce qui concerne les attendus, en auto-renfomtenoe s’attend a ce que
'augmentation de la densité en individus dansdaezétudiée entraine une augmentation du
succes reproducteur (le pollen n’étant plus lintjtates individus devraient présenter un taux de
mise a fruit supérieur a ceux de la zone témoin.

En allo-renforcement, on s’attend a un taux de raigalit supérieur a ceux des zones
d’auto-renforcement et zone témoin : au bénéficéalmmentation de la densité en individus
s’ajouterait I'introduction de diversité geénétiqusgit une diminution de la dépression de
consanguinité. Si contrairement a 'attendu, oneoibtun taux de mise a fruit inférieur en allo-
renforcement, signe de dépression hybride, cel@é&egn qu'on a sous-estimé 'adaptation
locale. Dans ce dernier cas, il faudra revoir |&shmdes de détection des adaptations locales (les
transplantations réciproques étant impossiblesfecteer chez les espéces menacées car trop
risquées).

Pour conclure, les résultats de cette expérienceyrgnt permettre d’orienter les
stratégies de renforcement, auto-renforcemsratlo-renforcement, pour I'espéce étudiée mais
aussi pour d’autres especes menaceées qui ne héngfias des moyens mis en ceuvre pour cette
espece. De plus, cette expérience permettra d& &stconditions naturelles les prédictions des
expériences préliminaires sur la dépression hyleideadaptation locale réalisées en serre et en
sites d’introduction et donc de tester si ces drpées sont suffisantes pour prédire le
comportement des individus introduits en populaioraturelles. Il serait ainsi possible de
proposer des alternatives aux transplantationgpnampies, non utilisables chez les especes
menacées.
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Annexe 4 (1)- Introductions de grainess Introductions de
plantules sur le site d'introduction SI10 (Co6te dd.a Roque) et
les stations deBiscutella neustriacaBn5f, Bn5i, les 24 et 25
mars 2011 et automne 201XCompte rendu partiel
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1) Le contexte

La création de nouvelles populations est une égmtclé pour la restauration et la
conservation des espéces en danger. La questibagdedes individus a réintroduire apparait
comme un parameétre important dans les programmeséa¢ions de populations (Fadt al.,
1996; Menges, 2008).

La survie des graines présente souvent un taugmetit plus faible que celle des juvéniles et
des adulteg¢Falk et al, 1996; Maschinski &Duquesnel, 2007; Menges, 20@33st pourquoi de
nombreuses études de renforcement et d’introdudtivnduisent le matériel biologique sous
forme de plantulesNéanmoins, le transfert des graines pourrait étre me technique plus
appropriée que le transfert d'individus adultes pour la comaBon, dans la mesure ou la
sélection naturelle serait plus efficace sur lesngs en germination (Donohwt al, 2005,
Krahulec et al. 2006).e transfert de graines empécherait ainsi les génotypaon adaptés de
s’implanter. De plus, dans le cadre d’introduction de plargtules individus transplantés sont
issus de graines germeées en serre en conditionsdé@as au cours d’'une période de temps
restreinte et par conséquent présente une variaiidra-population restreinte. Or la
différenciation adaptative des populations peubséover dans la germination, la survie des
graines et la dormance (Galloway & Fenster, 2008)plus fort taux de reproduction constaté
dans les programmes utilisant des graide¥audey 2009, thése) pourrait s’expliquer ainei p
une sélection plus forte des individus introduitsus forme de graines et une meilleure
adaptabilité des individus dans le site d’'introductA I'encontre de cette hypothese, un modele
théorique développé par Gordon (Gordon ,1996), reamtie I'utilisation de juvéniles petits ou
grands serait plus appropriée que les graines.

En résumé, a I'heure actuelle, il n'existe pas dmsensus quant au choix du stade de
développement du matériel biologique a introduire.choix serait finalement guidé par des
considérations pratiques (les graipegsentent par exemple I'avantage d’étre beaucouplys
disponibles et peuvent étre collectées en grande antité au contraire des juvéniles et des
adultes, qui nécessitent un temps de préparaticem®e ou sur terrain expérimental).

2) Objectifs

Il s’agit de créer une population d’'introductioa Biscutella neustriacaen réponse aux
objectifs demandés par 'Europe dans le cadre de, itout en étudiant sous quelle forme,
graines ou jeunes plantules, l'introduction d'indus est la plus efficace pour assurer
I'établissement et le maintien des populations tcbituction. Cette expérience pourra ainsi
permettre d’améliorer les futurs protocoles d’iduotion.

3) Les introductions

a) La station S110

Un premier élément clé pour le succés d'une intctidn réside dans le choix d'un site. |l
s’agit en particulier de déterminer si I'habitat eapable de fournir des conditions appropriées
pour la persistance des individus introduits, leproduction (présence de pollinisateurs), leur
dissémination et I'établissement des plantulesmiésoclimat, les caractéristiques édaphiques et
la végétation sontreconnus comme déterminants pour définir un habitat maniere
opérationnelle dans wontexte de conservation.

La station SI10, Cote de La Roque, présente pliusiearactéristiques intéressantes pour les
introductions de graines et de plantules ; d'umpde vue écologique :

- le site consiste en une pelouse ouverte favombéspecaiscutella neustriaca
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- l'orientation SE le rapproche des habitats BASE{S) et Bn5i (S), populations a partir
desquelles sont issus les individus a introduire,
d’un point de vue pratique :

- le site est facile d’acces, ce qui favorise laemén place des introductions ainsi qu’un suivi
régulier de la population introduite ;

- il est suffisamment discret et isolé pour limies risques de vandalisme.

Cette station a néanmoins pour inconvénients el’étr dehors de l'aire historique de
'espece et isolée des stations actuellesBaeutella neustriacalelle ne permet donc pas
d’augmenter les possibilités de connexions eng@bpulations).

b) Le principe

Il s’agit de créer sur un site nouveau, une pagpad a partir d'individus issus des
populations Bn5f et Bn5i, sous forme de plantulegnel part, de graines d’autre part.
L'obtention d’'un site pour la mise en place de ee#ixpérience ayant été tardive (les
introductions étaient prévues a l'automne, le sldéenu au printemps), la comparaison entre
semis et plantations ne peut se faire directemergemis peu favorable au printemps ayant été
repoussé a l'automne 2011). La comparaison se daitc de maniére indirecte, par
l'intermédiaire d’'un témoin dans les populationgives, Bn5f et Bn5i. Les populations étant
supposées adaptées a leur habitat, I'écart déoréacitre individus implantés sur le nouveau site
(S110) et individus de la méme cohorte implantéssdizur station d'origine (Bn5f et Bnb5i)
permettra d’évaluer l'efficacité relative des imtuztions. Un plus grand différentiel entre la
fitness des graines (entre habitat naturel etdsitéroduction) par rapport a celui des plantules
indiquerait une sélection plus forte sur les grgjngar suite une meilleure adaptabilité des
individus introduits sous forme de graines. Un sailongs termes (survie, succeés reproducteur,
recrutement,...) permettra d’évaluer le succesifelatces 2 formes d’introduction.

c) Le matériel utilisé

L'objectif est d’obtenir une population viable deinc un effectif efficace suffisant. Dans
la pratique le nombre d’individus a réintroduiret eterminé par le nombre maximum
d’individus disponibles en culture ou de grainesiyamt étre prélevées sur les populations sans
influencer leurs dynamiques. Pour cette expériaticdgroduction, on dispos&21 plantules
(197 plantules de Bn5f et 123 plantules de 5i) eedl836 graines (1000 graines de Bn5f et
836 graines de Bnb5i)a répartir entre le site d’introduction SI10 et $ites témoins.
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Les graines proviennent de la récolte de I'été 20Oplantules, d’'un semis en serre a partir de
cette méme récolte. 510 graines de Bn5f ont ét€semn serre (avec un taux de germination de
74,9% au bout de 7 mois et 2morts) ainsi que 28hgs de Bn5i (47,93% de germinations et 7
morts). Les germinations puis la croissance destykes se sont déroulées en serre chaude
(22°C) avec un minimum de ressources. Les plantgseasuite séjourné I'hiver en serre
« tunnel » pour une acclimatation progressive @nditions extérieures.

Les 24 et 25 mars 2011, 100 plantules issues dé&r&3 plantules provenant de Bn5i ont
été introduites sur le site d’introduction Sl1ysaique 100 plantules de Bn5f et 63 plantules de
Bn5i dans leurs populations respectives (témoibs$. plantes introduites ont été obtenues a
partir de graines provenant de 21 individus detdia Bn5i et de 27 individus de Bn5f et
récoltées en 2010 (1 a 7 descendants par mereplases ont été débarrassées d’'une grande
partie du terreau et de leurs feuilles avant d'gaesplantées.

Le semis est prévu fin septembre, début octobreyuamtité de graines a semer est limitée
par la surface disponible dans les populations igsnBn5f et Bn5i (2 ). Pour limiter la
densité en individus, par suite, la compétitiomargpécifique et favoriser le recrutement futur,
un maximum de 200 graines sera introduits surites gmoins.

La surface n’étant pas limitée sur SI10, d’avantdgegraines peuvent y étre semées, avec
une densité semblable sur SI110 que sur les pagusatiemoins. Si on se base sur les résultats de
SI7, en termes de présence d’individus au bout diude suivi (35% pour Bn5i et 36,67% pour
Bn5f ; chiffres tenant compte du taux de germimagb de mortalité juvénile), pour espérer 100
individus sur SI10 il faudra semer environ 350 geai On peut envisager de semer sur SI10,
350 graines de Bn5i et 350 graines de Bn5f.

d) Le plan des introductions

La station SI10 a été divisée en deux zones disncla £ correspond a lintroduction
d'individus issus de Bn5f, 1a"% & I'introduction d'individus issus de Bn5i. LeszBnes sont
séparées par plusieurs meétres pour limiter lesdeiyollen entre les individus issus de Bnbi et
les individus issus de Bn5f (dans l'objectif de garer les taux de mise a fruits entre les
témoins et sur SI10, il faut limiter les échangasreeles individus d’origines différentes sur
SI110). Concernant les témoins, les introductioesat en périphérie des populations pour
interférer le moins possible avec la dynamiquepigsilations naturelles, tout en étant dans des
conditions écologiques le plus similaires.

Les plantules ont été introduites de sorte & umifger la densité (10 individusfin la
répartition des individus s’est faite de manieatdire, le long de transects de 3 a 5m de long
sur 1m de haut par bloc. Tous les individus intitsdont été cartographiés et marqués a l'aide de
petites plaques plastiques blanches.

Le semis se fera le long de transects parall@lgsplantations (ou dans la continuité) a
raison de 25 graines par quadrat de semis de diomsnS0*50cm. La végétation pour le semis
devra étre arrachée pour limiter la compétitioeispéecifique.

4) Suivis et actions

a) Suivis démographiques
Un premier suivi a été réalisé en aout 2011 poasssirer de la survie des individus
transplantés. Le bilan de ces premieres obsengmtsh assez négatif. Sur SI10, 27 individus
issus de Bn5f ont été retrouveés sur les 99 tranggdg27,27%), 25 sur 61 pour Bnb5i (40,98%).
Sur Bn5f, 33 individus ont été retrouvés sur les tedhsplantés (33,67%). Le bilan de
I'expérience sur Bnbi est encore plus négatif,dpydation non protégée par un exclos ayant été
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paturée pendant I'été. Seuls 11 individus sur snroduits ont été retrouves (17,74%). Le
paturage a rendu ce témoin inutilisable (traitendéffiérent).

Ce premier bilan montre que le printemps n’est peee période favorable aux
transplantations de plantules Bescutella neustriacgméme si les individus portés absents ne
sont pas nécessairement morts). De plus, nous aamsaté qu’'une partie de cette expérience
est compromise a cause du paturage de Bnbi.

Un suivi sera pérennisé dans les années a vepéretettra de comparer le taux de survie des
individus d’origine a celui des individus introdsiifA long terme, le recrutement sera également
mesuré.

b) Suivis du succeés reproducteur
A partir du printemps 2012, des mesures du pofeetiedu succes reproducteur seront
effectuées sur les stations SI10, Bn5f et BnSe€fiermettront d’évaluer I'impact a court terme
du stade des individus introduits (graines ou pil@s) sur ces deux traits en comparant ces
mesures entre SI10 et les populations témoins BNBhH5i.
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Annexe 4 (2)- Introductions de grainess Introductions de
plantules sur le site d'introduction SI10 (Co6te dd.a Roque) et
les stations deBiscutella neustriacaBn5f, Bn5i, les 24 et 25
mars 2011 et automne 2011Dernier Bilan sur SI10

Dernier Bilan sur SI10, extrait du rapport de stagkeLucy Morin (juillet 2012)

Tableau : Suivi des individus dscutella neustriacantroduits sur le site d’introduction SI110

en 2010
Effectif introduits Effectif Effectif
2010 germé/présent germé/présent
2011 20112012

Bn 5f Semis 319 2 0
Plantules 99 27 24

Bn 5i Semis 230 9 0
Plantules 61 25 25

Total 709 63 49

« Le bilan de I'expérience d’introduction est tmédgatif, et semble étre un échec en ce qui
concerne les semis. Les plantules quant a elleigrénan taux de mortalité initial important
(24,24 % pour Bn 5f et 40,98 % pour Bn 5i), sembsnmaintenir. »

« Le site de La Roque semblait intéressant d’untpte vue écologique car il s’agissait d'une
pelouse ouverte, milieu favorableBiscutella neustriacaCependant, 'absence de paturage a
entrainé une fermeture du milieu, et une croissaam®@ue des autres espéces végétales de
pelouse. Si la fermeture du milieu n’est pas urbl@me pour les pieds anciens, il peut empécher
le développement des plantules et la germinatiengiaines, d’autant plus que la viabilité de
celles-ci dans le sol devient nulle aprés 12 mwois.
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Résumé

Pour éviter la disparition d'une espece menacéagmentation des effectifs par transfert
d'individus d’'une population source a la populatiwhle (renforcement) et la création de
populations nouvelles (réintroduction), constituatds instruments clés des stratégies de
conservation. Cependant le transfert d’'individussdan contexte d’adaptation locale peut
aboutir & une mal-adaptation des individus tragsfé&tans leur environnement d’introduction.
Par ailleurs les descendants des croisements sminddus natifs et individus transplantés
peuvent présenter une valeur sélective réduiteéoniise a la dépression hybride. Intégrer les
notions d’adaptation locale et de dépression hgbed biologie de la conservation suscite de
nombreuses interrogations, quant a la mise en @egddes adaptations locales, les mesures de
distances entre populations, le choix des populatmbles dans un protocole de renforcement
ou de réintroduction. La présente thése s'insaiisdun projet de conservation d’'une espéece
micro-endémique menaceée, la Biscutelle de NeusEle s’attache a prendre en compte
I'adaptation locale et ses conséquences dans descptes de renforcement de I'espéce. Cette
thése comporte trois volets : (1) I'étude de lardggion hybride en lien avec la distribution
géographique de I'espéce, en conditions environné&tes contrdlées et en sites d’introductions
(2) I'etude de la différenciation écologique degpuylations en termes d’habitats et de traits
d’histoire de vie ainsi que le patron d’adaptatiocale des plantes a leur environnement naturel
(3) la comparaison de deux stratégies conservatrie renforcement: l'auto- et l'allo-
renforcement. La synthése de ces trois volets miped’élaborer un protocole de conservation
pour I'espece et plus largement d’identifier lesapaetres a intégrer pour réussir un transfert
d’individus chez les espéces menaceées ou d’en @i les échecs.

Mots clés: biologie de la conservation, adaptation locat&pression hybride, espece
endémique, auto-incompatibilité, effet Allee, recament, réintroduction

Abstract

In conservation management of threatened popukation species, reintroduction and
reinforcement procedures constitute essential .todswever, transplanted individuals may
either establish in the introduction site or be rho@dapted to it. Moreover outcrosses may
either increase or decrease outbred progeny fitnegsheterosis or outbreeding depression
respectively. In this context, understanding thtégpa of genetic and adaptive differentiation
between populations is essential for the elabaradioconservation strategies. The objective of
the present study is to apply this proposition he tontext of the conservation program of
Biscutella neustriacaa declining species. First, we investigated progimess from crosses
between populations at distinct geographic sc&@esond, we examined ecological differences
between habitats, genetic differences in life-msteoaits between populations and the pattern of
local adaptation in greenhouse and in introductibes. Third, we compared the efficiency of
two conservative reinforcement strategies. Finalfier a synthesis of these three parts we
developed a protocol for the conservationBofneustriacaand more widely we identified the
parameters to include for a successful transfémdi¥iduals in threatened species or for a better
understanding of failed attempts.

Key words: conservation biology, local adaptatiomtbreebing depression, endemic species, self
incompatibility, Allee effect, reinforcement, reiatiuction
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