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Abstract - Understanding dynamics of genetic diversity in highly selfing plant
populations : experimental insights from Arabidopsis thaliana, Medicago trun-
catula and Triticum durum. Due to high levels of homozygosity throughout their
genomes effective recombination rates are expected to be low in highly selfing species.
Migration and mutation are therefore expected to play an important role to maintain
observable levels of genetic variability within populations. Populations composed of
highly selfing plants ate expected to have limited dispersal (virtually no pollen mediated
gene flow) and have been found to have often reduced local effective population size.
As a consequence such populations should be more prone to accumulate slightly dele-
tetious mutations. To investigate theses topics we have (1) quantified the input of
variation through mutation (affecting life history traits and neutral highly mutable
genomic sequences) using mutation accumulation lines in Triticum durum, (2) studied
the interaction of selection and drift in artificial metapopulations of Arabidopsis thakana
and (3) studied the ecological factors that can explan levels of molecular variation in
natural populations of highly autogamous plants (in Medicago truncatula, the barrel
medic). The main empirical findings of these projects are reported here.

heritability / mutation / metapopulation / microsatellite / population struc-
ture
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Résumé - Le présent article fait la synthése de trois projets de recherche meze:: .«
le blé dur (Triticum durum), une médic annuelle (Medicago truncatula) et Parabere . =
bidopsis thaliana). La motivation scientifique unissant ces projets est de comprec=c
quels sont les facteurs démographiques (taille de population, migration), gémic==2¢
(mutation, recombinaison, taux d’allogamie) et sélectifs qui fagonnent Porgamssza
et la dynamique de la variabilité génétique au niveau moléculaire (marqueurs = -
satellites et allozymes) et phénotypique (caractéres quantitatifs) dans les popziac=:
autogames. La faible efficacité de la recombinaison chez les autogames sugge=-.: -
r6le important de la mutation et de la migration pour le maintien de la vazc:..
Les populations de plantes autogames ont un pouvoir de dispersion plus faihe .
de pollen faibles) et des tailles efficaces faibles ce qui les rend a prion plus v—=-:
bles a I'accumulation locale de mutations défavorables. Nous avons érudhz
variabilité génétique apportée par mutation sur des locus @ priori neutres Jo= :-
crosatellites) et des caractéres quantitatifs y compris des composantes de 1z —u-
sélective (T. duram) ; (2) Pinteraction entre sélection et dérive dans des mérazc -z
tions artificielles (A. thaliana) ; (3) les facteuts présidant a Porganisation spanse =
diversité dans une population naturelle (M. zruncatnla).

héritabilit¢ / mutation / métapopulation / microsatellite / structme s
populations

1. INTRODUCTION

La gestion des ressources génétiques passe d’abord par un invenn=: . :
la diversité génétique disponible dans une espéce et la descrpno-
Porganisation hiérarchique de cette diversité entre individus, popul—=.:.
sous espéces etc. Ces informations sont précieuses pour faire un pre—=
“ état des lieux ” et faire un choix de génotypes a conserver et évale=: :
priorité [23] [3]. Cependant, une meilleure compréhension des facter= .:-
toriques, démographiques et évolutifs fagonnant la diversité généuque =:
au niveau moléculaire que phénotypique est également importante ~::
pouvoir statuer sur le niveau de diversité existant au sein d’une espéce. _.:=
connaissance permettra aussi de trancher entre une vision trés “ pa=~—=--
niale ” des ressources génétiques ot I'érosion de la diversité est irréve=:::
sur les temps courts (50-100 générations) et une vision plus  dynarme—
ou optimiste selon laquelle des facteurs tels que la mutation et/ ou la —=:-
tion permettent d’envisager la formation de nouveaux varants géné-z=c
sur des temps courts (compatible avec le pas de temps du gestionnaire .

Au sein des plantes cultivées et de leurs apparentés. sacreoc
’hermaphrodisme est une condition courante et les systémes de repr =
tion préférentiellement autogames sont fréquents (blé, riz, orge, sojz. =

Les espéces autogames présentent, en moyenne, une diversité gén==::
intra-population plus faible que les espéces allogames et une trés forte ==
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renciation inter-populations [6]. Ces deux premiéres caractéristiques sont
des conséquences immédiates du systéme de reproduction : dérive génétique
et effet de la sélection accentués en régime de reproduction consanguin,
dispersion de pollen réduite [4]. Une caractéristique inattendue, mais qui
semble néanmoins générale, est I'existence d’importantes variations de di-
versité entre les populations d’'une méme espéce, certaines populations pré-
sentant des niveaux de variabilité supétieurs 4 ceux attendus en théorie [17].
Le maintien de forts niveaux de diversité intra population reste un sujet de
débat et pose le probléme du fonctionnement des populations autogames.
Est ce que la mutation (la migration) permettent de créer (maintenir) la di-
versité ?

L’objectif de cette étude est (i) d’étudier 'importance de la mutation et
des interactions entre sélection et dérive dans des populations expérimenta-
les (Triticum durnm, Arabidopsis thaliana) et (i) d’étudier la structuration spa-
tiale génétique dans des populations naturelles tres autogames (Medicago
truncatula) pour apprécier Iimportance des événements de migration et
d’allofécondation (fréquence, origine) dans le maintien du polymorphisme
intra population.

2. MATERIEL ET METHODES

2:1. Medicago truncatula

L’échantillonnage d’une population naturelle de M. truncatula située a Sal-
ses (66) a été réalisée en juin 1999 sur une surface d’environ 2500 m?2 400
gousses ont été récoltées et leur localisation a été cartographiée. A partir de
ce matériel, deux échantillons ont été constitués : () Sur 200 gousses choi-
sies au hasard, 1 graine a été prélevée et mise a germer pour réaliser 'analyse
de la structure génétique de la population. (ii) sur 60 gousses (parmi les 200),
3 graines ont été prélevées (descendances maternelles) et mises a germer
pour Panalyse du systéme de reproduction au sein de la population.
L’ensemble de ce matériel a été génotypé avec sept locus microsatellites
provenant d’une banque enrichie [1].

Les données obtenues sur le premier échantillon ont été utilisées pour
déterminer la diversité génétique moyenne de la population: nombre
d’allele(s) par locus, fréquences alléliques, et fréquence des hétérozygotes
observés et attendus [12]. L'information fournie par les différents locus a été
combinée pour définir des génotypes multilocus et analyser la proximité
génétique entre les individus. Pour appréhender la structure génétique spa-
tiale de la population, nous avons utilisé I'autocorrélation spatiale [7]. Les
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données concernant le deuxiéme échantillon (ii) ont été analysées a 'aide du
logiciel d’analyse établi par Ritland ([15] progeny array analysis). Ce logiciel
permet l'utilisation des vatiations génotypiques révélées au sein de descen-
dances maternelles pout estimer précisément la part des descendances issues
d’auto- versus allo-fécondation (fécondation in situ).

2.2. Triticum durum

Une expétience d’accumulation de mutations a été mise en place sur le
blé dur en Mai 1997 3 partit d’'un haploide doublé issu de la variété lignée
“Sham I”. Lexpétrience consiste & maintenir dans un dispositif de type
descendance monograines 500 lignées pendant plusieurs générations en
autofécondation stricte. Les lignées, initialement génétiquement identiques,
divergent progtessivement en accumulant indépendamment des nouvelles
mutations. Aprés 10 générations de divergence, Pensemble des lignées a été
génotypé avec 10 locus microsatellites (décrits dans le tableau I). Les proto-
coles de génotypage et la méthode d’estimation du taux de mutation de
chaque locus sont décrits ailleurs [21]. Par ailleurs un échantillon de 135
lignées a été évalué pour différents caractéres phénotypiques (date
d’épiaison, hauteur, composante du rendement en grains) dans un dispositif
en blocs complets randomisés en setre. Chaque lignée était évaluée apres O,
4 et 7 générations de divergence (6 répétitions (plantes) par li-
gnée/génération). Des paramétres déctivant les paramétres de Ihéritabilité
mutationnelle on été estimés sur ces lignées [2]. La distribution conjointe
des valeurs des lignées dans le dispositif pour un caractére de fertilité a été
utilisée pour estimer le taux génomique de mutation (somme des taux de
mutation sur Pensemble des locus conttibuant au polymorphisme de ce
caractére) et effet moyen des mutations spontanées sur ce caractere [9].

2.3. Arabidopsis thaliana

La composition des 6 métapopulations expérimentales mises en place est
décrite [10]. Chaque métapopulation est constituée de 20 démes de 10, 25 ou
100 individus (soit 3 types de métapopulations comprenant au total 200, 500
ou 2000 individus). Pour chaque modalité de taille démographique deux méta-
populations ont évolué en paralléle. Toutes les métapopulations ont une com-
position génétique initiale similaire et sont soumises 2 une pression de sélec-
tion directionnelle, pour un cycle de vie court (arrét de l'arrosage lorsque les
premiéres siliques miires apparaissent). Le taux de migration entre populations
est de 2 %. Un taux d'allogamie de 10 % est maintenu via l'introduction d'un
géne de stérlité male.
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Aptés 4, 7 et 10 générations d’évolution des individus de chaque sous popula-
tion ont été échantillonnés et génotypés pour 4 locus enzymatiques: L-
aminopeptidase (LAP), isocitrate deshydrogenase (IDH), Shikimate deshy-
drogenase (SKDK) et phosphatase acide (PA). Le plan d'échantillonnage est
le suivant: pour les métapopulations a 100 et 25 plantes par population, 10
individus sont échantillonnés dans 5 populations choisies aléatoirement (soit
50 individus par métapopulation), et pour les métapopulations 4 10 plantes
par population, on préléve 7 individus dans 7 populations (soit 49 individus
par métapopulation). A partir des données génotypiques individuelles les
paramétres de structuration génétique Fis et Fst on été estimés via la mé-
thode proposée par Weir et Cokerham [22] avec le logiciel FSTAT [5].

3. RESULTATS

3.1. Medicago truncatula

3.1.1. Diversité et structure génétique

Le nombre d’alléles observés par locus varie entre 2 et 5 ; la diversité gé-
nétique (H)entre 0,077 et 0,629 (moyenne 0,457 + 0,22). En combinant
I'information foutnie par les 7 locus, 26 génotypes multilocus ont pu étre
définis. Parmi ces génotypes, deux constituent 70 % de la population (res-
pectivement 41 % et 29 %) ; les 24 génotypes restant étant tous en fré-
quence inférieure 4 10 % (figure 1a). L’observation des proximités généti-
ques (apparentement) entre les différents génotypes multilocus montre que
parmi les 24 génotypes présents en faible fréquence, 16 correspondent a des
“lignées recombinantes’ issues d’un croisement entre les deux génotypes pré-
pondérants. Trois autres génotypes présentent des alléles particuliers, et
représentent donc probablement des événements plus ou moins récents de
migration en provenance d’autres populations. L’autocorrélation spatiale
montre l'existence d'une structuration spatiale jusqu’a une- distance de -
Potdre de 8 métres (figure 1b). Pour des distances trés faibles (1 4 2 métres)
Pauto-corrélation atteint des valeurs fortes de 'ordre de 0,6. Au dela de 8 -
méttes, la structute disparait.

3.1.2. Systéme de reproduction

Le taux d’autofécondation moyen de la population estimé par la mé-

thode de Ritland sur les descendances matetnelles est de 0,965 = 0,003. La
majeure pattie des descendances sont issues d'autofécondation totale.
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3.2, Triticum durum

3.2.1. Taux de mutation spontané de motifs microsatellites

Le taux de mutation varie d’un facteur 20 selon les locus et les motifs les plus
longs (en nombre d’unités de répétition) semblent les plus mutables (tableau I).
En revanche les mutations détectées n’impliquent que le gain ou la perte d'une
seule unité de répétition. Des travaux sont en couts pour confirmer les tendan-
ces observées ici (manusctit en préparation).

3.2.2.  Paramétres de I’béritabilité mutationnelle

Pour les caractéres quantitatifs liés a effort reproducteur (fertilité, nombre
de grains produits) la variance inter lignées augmentent au cours des générations
ce qui signe la création par mutation de variation héritable pour ces caractéres
(tableau IT).

Tableau II : Evolution de la valeur phénotypique des lignées d’accumulation (T dururs).

Caractére Go Ga Gr Fobs$ P[F>Fobs)
Hauteur 53,7ab% 54a 533b 9,2 <103
Taille de Pépi 4872 474b 472b 64,2 <10+

Date de floraison 99¢ 1242 11,2b 160 <10
Nombre d'épillets 135 a 13482 16,462 0,95 0,46 -
Nombre de graines 3032 284b 286b 6,84 0,001
Fertilité . 0,842 0,77b 0,77b 246 <10-3

Pds grain total 1,282 1,16b 1,19b 176 <10-3

§ Statistique du test de la différence globale des moyennes
£ : Probabilité de I'hypothése Ho:" moyennes identiques en génération Go G4 etG7 "
$ : Les moyennes significativement différentes (seuil 5 %) sont indiquées avec des lettres (a b ¢).

Tableau III : Paramétres décrivant Papport de variation génétique par mutation sur
T. durum.

Caractére h2$ IC 1G4,G7% IC hm?*
Hauteur 0,32 [0,13;0,48) 0,08 [-0,09 ; 0,23] 0
Taille de I'épi 0,40 [0,19;0,52) 0,11 [-0,03 ; 0,25] 0,008
Date de floraison 0,56 [0,44; 0,67] 0,26 [0,10; 0,40] 0,02
Nombre d'épillets 0,45 [0,29;.0,58] 0,07 [0,03 ; 0,25] 0
Nombre de graines 0,61 [0,49 ;0,70) 0,30 [0,12; 0,46) 0,008
Fertilité 10,73 [0,66 ; 0,80] 0,23 [0,06; 0,41] 0,06
Poids de grain total 0,6 [0,08 ; 0,42] 026 - .[0,08; 0,42 0,02

$ h? est 'héritabilité au niveau des moyennes des lignées (sur six répétitions) i la génération 7.
h?=Var1(G7)/[VarL(GT7) + 1/6 Varg], ot Vari(G7) représente la variance inter lignées en génération 7 et
Varg la variance résiduelle (constante au cours des générations).

£ r64G7 est le coefficient de corrélation intra-lignée (sur Pensemble des 135 lignées) entre les générations
4 et 7. Les corrélations significativement différentes de zéro sont indiquées en gras.

* hm? héritabilité mutationnelle [8]. Ce paramétre est nul lorsque la variance inter-lignée n’a pas augmenté
de fagon significative entre les générations 0 et 7.
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Figure 1a: Cartographie des 200 individus (Medizago truncatnla) échantillonnés dans la popula—
tion de Salses (66). Les symboles représentent les 26 génotypes multilocus (numérotés de “a” 2
“2”) établis sur Ia base de sept locus microsatellite. Le nombre d'individus représentant chaque
génotype multilocus est donné entre parenthéses apres la lettre symbolisant le génotype.

Figure 1b
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Figure 1b : Patron d’isolement par Ia distance dans b populations de Salses (66). Lindice I de Moran
mesure le degré de conélation génétique entre individus séparés par des dasses de distances croissantes.
Les bartes derreurs représentent Perreur standard autour de I valeur moyenne de I estimé pour une
dasse de distance. Les points représentés par des losanges pleins indiquent les dlasses de distances ou
Tindice de Moran est significativement différent de zéro (au seuil 5 %, le niveau de signification est-
approché parune série de permutations des positions géographiques des ndividus). .
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Au cours des générations d’accumulation la moyenne des lignées pour ces
mémes caractéres décline (tableau III). L’ajustement a un modéle simple de
mutation suggére que une mutation touchant la fertilité apparait en moyenne
pour 50 génomes répliqués et que ces mutations on un effet homozygote non
négligeable (décroissance de 15 % environ de la productivité).

3.3. Arabidopsis thaliana

3.3.1. Evolution temporelle du Fst.

Prédiction : Dans un modéle en ile, sous I'hypothése neutre, la différentiation
entre démes initialement semblables génétiquement augmente au couts du
temps, d'autant plus rapidement que la taille des démes est faible. La valeur
attendue du Fsr 2 I'équilibre est Fsr =1/ (1 + 4Nm (1 — 5/2) n / (n 1)) avec
N le nombre d'individus pat déme, 7 le taux de migration, # le nombre de
démes et s le taux d'autofécondation. Dans les métapopulations d'A. thaliana,
on attend donc, a I'équilibre, un Fsr de l'ordre de 0,68, 0,46 et 0,17 pour les
métapopulations 4 10, 25 et 100 plantes par démes, respectivement.

Résultats : Conformément aux prédictions, le Fsr augmente au cours de l'évo-
lution des métapopulations, avec une augmentation plus rapide dans les méta-
populations 2 10 individus par déme (figure 2a). L'équilibre ne semble pas atteint
aprés 10 générations, mais les valeurs observées sont déja proches des valeurs
théoriques (0,45 * 0,05, N = 25, 0,16 £ 0,05, N = 10) voire supérieures a ces
valeurs théotiques quand la taille des démes est faible (0,93 + 0,003, N = 10).

1

0,8 +

Générations

Figure 2a : Evolution temporelle du paramétre Fst dans des méta-populations &’ Arabidspsis
thaliana composées de démes de différentes tailles (10, 25, 100 individus par déme). Chaque
point du graphique représente la moyenne des estimations réalisées. dans deux métapopula-
tions indépendantes. Les battes d’erreur reptésentent Perreur standard sur le parametre.
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3.3.2. Evolution temporelle du Fis.

Prédiction : Les individus composant les métapopulations initiales sont échantil-
lonnés dans un pool de graines issu d'une F2, le coefficient de consanguinité est
donc initialement voisin de 0,5. Du fait d'un régime de reproduction fortement
autogame (5 = 0,9), ce coeffident de consangiinité devrait augmenter au cours du
temps, jusqu'a une valeur attendue (en population isolée et de taille infinie) Fis = s /
(2 —s) = 0,82 ic. Avec des effectifs limités, cette valeur n'est peut-étre qu'un état
transitoire, le Fis n'étant plus défini dés lors qu'un alléle est fixé a chaque locus.

Résultats : Les valeurs de Fis augmentent initialement quelle que soit la taille des
démes, puis se stabilisent (N = 10, 25) ou semblent diminuer (N = 100) (figure 2b).
Une analyse de vadance monttre que, 2 la génération 10, les valeurs de Fis pour les
différentes tailles de population ne différent pas significativement les unes des autres
(P = 0,31). Toutefois, un test de comparaison de moyennes révele que les valeurs de
Fis dans les métapopulations a 100 plantes par deme, a la génération 10, sont significa-
tivement inféreures a la valeur théorique attendue (P = 0,02). Ce n'est pas le cas pour
les deux autres tailles de populations (P = 0,61, N = 10 et P = 0,67, N = 25). Cette
apparente diminution du déficit en hétérozygotes dans les grandes populations sem-
ble étre due a une sélection des descendants de plantes male-stériles, qui sont en espé-
rance plus hétérozygotes que les descendants dhermaphrodites, parce qu'obligatoi-
rement issus d'un croisement (manuscrit en préparation). '

Fis

—e— 100

Générations

Figure 2b : Evolution temporelle du patamétre Fis dans des méta-populations d&’.Arabidopsis
thakiana composées de démes de différentes tailles (10, 25, 100 individus par déme). Chaque
point du graphique représente la moyenne des estimations réalisées dans deux métapopula-
tions indépendantes. Les bartes d’erreur représentent erreur standard sur le parametre. Le
Fis théorique attendu 4 équilibre (s / (2-5) = 0,82) est représenté en pointillés.
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4. DISCUSSION ET CONCLUSION

Nos données sur T. durum montrent que la mutation est susceptible de
contribuer 4 la création de diversité phénotypique sur un temps court (10
générations) en augmentant I’héritabilité du caractére d’environ un pout-
cent par génération. Les mutations fixées dans les lignées ont un impact
négatif sur les caractéres liés a la valeur sélective (productivité fertilité) ce qui
est compatible avec plusieurs expériences de ce type sur d’autres organismes
[11] (mais voir aussi [19] pour un résultat différent). Cette nouvelle variation
a donc un statut ambigu et peut étre aussi source de dépression de consan-
guinité voire de “mal adaptation ” (baisse de la valeur génétique moyenne
pour une composante de la valeur sélective) dans les petites populations
soumises a forte détive y compris les accessions [18]. Les populations auto-
games ou Pefficacité de la recombinaison est réduite par rapport 4 des popu-
lations allogames de mémes effectifs sont potentiellement plus sujettes 2 de
tels phénomeénes de dérive. Dans ce contexte la migration peut étre une
force importante permettant d’augmenter Iefficacité de la sélection et de
purger des mutations faiblement délétéres. Nous avons pu mettre en évi-
dence via l'analyse de la structure spatiale sur M. #runcatula Dexistence de
quelques événements de dispersion 4 longue distance (fondation de lignées).
Mais hormis ces événements rares la dispersion semble se faite sur des dis-
tances trés courtes. Nous souhaitons (i) étudier plus finement les patrons de
dépression de consanguinité et d’hétérosis entre populations (étude de la
valeur de croisements en courts chez M. truncatula) (ii) essayer de prédire ces
patrons a partir la structure spatiale neutre et de modéles prenant en compte
Pinteraction entre sélection migration et dérive pour décrire la dynamique
d’alleles déléteres causant la dépression de consanguinité.

Le développement d’outils permettant de révéler “ en masse ” le poly-
morphisme de séquence au sein des génomes ouvre la voie a ’étude fine des
effets phénotypiques d’une série de substitutions alléliques dans des génes
candidats ou des génes de fonction connues [20]. La compréhension du lien
entre diversité nucléotidique et diversité phénotypique est une voie de re-
cherche prometteuse pour une meilleure gestion et valotisation des ressout-
ces génétiques. La meilleure connaissance des déséquilibres de liaison dans
les populations de plantes autogames permettra d’envisager l'utilisation de
celles-ci pour mener des études d’association [13, 14]. Dans ce contexte,
étudier le déséquilibre de liaison entre locus situés 4 des distances (physiques
et génétiques) croissantes au sein de populations d’espéces modéles (A
thaliana, M. truncatuld) et d’espéces économiquement importantes semble
crucial.
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