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INTRODUCTION

La notion de biodiversité est un concept utilisé parmi les biologistes, les écologistes, les
dirigeants politiques et les citoyens. En 1992, la convention de Rio définit la biodiversité comme
étant la variabilité des organismes vivants de toute origine, y compris, entre autres, les écosystemes
terrestres, marins et autres écosystemes aquatiques, et les complexes écologiques qui en font partie.
Il est nécessaire de maintenir cette biodiversité car elle représente une valeur économique comme
bio ressources (Frankham, 1995), en offrant ses services non seulement a ’Homme en tant qu’entité
biologique (services €cosystémiques) mais aussi a I’Homme culturel, tant la nature peut avoir une
valeur esthétique voire cultuelle. Cependant, la diversité biologique de la planéte a été rapidement
appauvrie par les conséquences directe ou indirecte des activités de ’Homme (Frankham, 1995) et
de nombreuses espéces sont déja éteintes et plusieurs autres ont la taille de leur population réduite a
tel point qu’elles sont en voie d’extinction (Frankham, 1995). De nombreux facteurs sont
responsables de 1’érosion de la biodiversité tels que la perte des habitats naturels, I’introduction
d’espéces exotiques, la surexploitation des ressources forestiéres et la pollution (Frankham, 1995).
Les foréts tropicales recelent la plus large diversité spécifique connue car elles contiennent plus de
la moitié des especes animales et végétales de la planéte (Puig, 2001). Les orchidées, bien qu’elles
soient tres diverses en forét tropicale, voient leurs populations clairsemées, hautement vulnérables a
I’extinction (Sastre et Jouy, 2001). Les changements environnementaux, les dégats causés par les
catastrophes naturelles ainsi que les facteurs genétiques tendent a réduire la taille des populations
(Frankham, 1995) et a affecter leur diversité génétique (Frankham, 2005). Les petites populations
sont ainsi sensibles a I’extinction car elles perdent leur capacité d’adaptation aux changements
environnementaux (Frankham, 2005). Ces changements d’ordre écologique tendent également a
perturber les cycles biologiques des populations et peuvent entrainer des modifications profondes de
la structure genétique de ces populations. Il est alors nécessaire de connaitre les différents
parameétres qui influencent la diversité d’une population. Ce rapport bibliographique propose un
apercu des processus impliqués dans la structure génétique des populations, avec un regard
particulier sur la littérature concernant les espéces de vanilliers, en tant qu’objet d’étude du stage.
Le sujet de ce stage s’inscrit dans le cadre du projet VaBiome. Il s’agit d’un programme de
coopération et de recherche financé par I'Agence Nationale de la Recherche (ANR) qui concerne

I’¢étude de la diversité biologique des vanilliers de certaines régions ultrapériphériques européennes.



V. mexicana Mill.

Figure 1 : Répartition géographique de 1’espéce Vanilla mexicana selon Portéres (1954) sur le

continent américain (en vert)
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Figure 2 : Description de 1’espéce V. mexicana : plante entiére (a), fleurs (b), planche d’herbier n°
P00130634 (c).



Les principaux objectifs de ce projet sont d’étudier, de protéger et de valoriser les ressources de
vanilliers présentes dans les territoires impliqués. Quatre régions insulaires participent a cette
initiative : La Réunion et Mayotte (océan Indien), La Polynésie Frangaise (océan Pacifique) et La
Guadeloupe (Mer des caraibes, océan Atlantique) (Figure 1) pour laquelle des populations
naturelles de Vanilla mexicana Mill. vont étre étudiées lors de ce stage.

Durant ce stage, le but est d’étudier grace a des marqueurs microsatellites, les niveaux de diversité
et de différenciation génétique des populations de V. mexicana échantillonnées en Guadeloupe, ou
I’espéce est indigene. Les conséquences des stratégies de reproduction de 1’espéce et ses spécificités
écologiques seront également étudiées afin de comprendre leur influence sur la diversité génétique
et la structuration des populations. Ce modele d’étude viendra compléter les études réalisées sur
d’autres espéces de vanilliers employant une méthodologie similaire. Pour finir, des éléments de

discussion autour de la conservation de I’espéce en Guadeloupe seront abordés.

I. Présentation de I'’espéce Vanilla mexicana Mill.

L’espéce V. mexicana est une orchidée lianescente vivace avec une tige longue atteignant
10m, gracile, flexueuse, crassulescente, cylindrique, radicante avec des feuilles et des racines
adventives sur chaque nceud et dont les entre-nceuds mesurent de 1 a 10 cm. Ses feuilles sont
charnues, subsessiles et brievement pétiolées. Ses inflorescences sont en raceme de 3 a 12 cm de
long, axillaires ou terminales. Son labelle blanc ou jaune citrin de pres de 40 mm de long, est plus
court que les sepales et brievement soude a la base de la colonne. Ses gousses de 10 a 25 cm de long
sont allongées, pendantes, aplaties ou cylindriques, souvent arquées, et sont non-aromatiques
(Porteres, 1954) (Figure 2).

D’un point de vue taxonomique, 1’espéce V. mexicana appartient a la famille des
Orchidaceae, sous famille des Vanilloideae, tribu des Vanilleae, sous tribu des Vanillinae et genre
Vanilla (Cameron, 2004, 2005). Selon la classification toujours employée, V. mexicana appartient a
la section des Foliosae du genre Vanilla (Rolfe, 1896) et a la sous-section des Membranaceae

(Portéres, 1954) qui comprend des especes ancestrales américaines aux feuilles membraneuses.
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Figure 3 : Position basale delespecevmexmana(enorange)dans la phylogénie du genre Vanilla basée sur les
marqueurs chloroplastiques rbcL, psaB, psbB et psbC (Gigant et al., 2011 ; Bouetard et al., 2010). Les origines
géographiques des espéces sont indiquées (SOOI : Zone du Sud-Ouest de 1’océan Indien). Les espéces soulignées
appartiennent a la section des Aphyllae et le reste appartient aux Foliosae (Rolfe, 1896). La classification de Soto

Arenas et Dressler (2010) est indiquée.
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Figure 4 : Répartition de 1’échantillonnage effectué par I’AGO en Basse Terre, Guadeloupe (Google earth).



En 2010, Soto Arenas et Cribb ont proposé une révision de la classification du genre Vanilla
en se basant sur des données écomorphologiques et phylogénétiques. Le genre se scinde en deux
sous-genres, dont le sous-genre Vanilla dans lequel V. mexicana se classe. Cette classification est
confirmée par les études de Bouetard et al. (2010) qui placent ce sous-genre dans le groupe a.
(Figure.3). Dans cette subdivision infragénérique, le sous genre Vanilla comprend deux groupes
d’especes : le groupe des V. parviflora et le groupe des V. mexicana. Le groupe V. mexicana
comprend bien slr I’espéce V. mexicana, mais aussi V. costaricensis Soto Arenas ined, V.
guianensis Splitg., V. inodora Schiede., V. martinezii Soto Arenas ined, V. methonica Rchb. f. &
Warsz., V. oroana Dodson et V. ovata Rolfe (Soto Arenas et Cribb, 2010). Toutes ces espéces se
distribuent dans 1’écozone néotropique allant de I’Amérique du Sud, I’Amérique Centrale jusqu’au
Sud du Mexique (Soto Arenas et Cribb, 2010).

Dans cette révision du genre, V. mexicana et V. inodora sont considérées comme étant des
espéces différentes alors qu’il est mentionné une possible synonymie dans la description de Portéres
en 1954, Cette synonymie est mentionnée par Feldmann dans la « Flore illustrée des phanérogames
de Guadeloupe et de Martinique » quand il décrit V. inodora en tant que V. mexicana (Fournet,
2002). Dans le passé, un autre exemple de confusion taxonomique concerne V. mexicana. En effet,
Portéres (1954) décrit également un nouveau taxon, V. pleei comme étant endémique de Martinique.
Il s’avérera par la suite qu’il s’agissait d’un mélange probable d’échantillons de feuilles de V.
mexicana et de fruits de V. pompona Schiede (Soto Arenas et Cribb, 2010 ; Feldmann, 2012). La
classification des especes de vanilliers est complexe et présente beaucoup de synonymies (Bory et
al., 2008b), d' ou la nécessité d’intégrer tous les outils disponibles pour caractériser les espéeces.
Geographiquement, V. mexicana se retrouve dans la partie nord de I’Amérique du Sud (Venezuela,
Trinidad et Tobago) et se distribue principalement en Amérique Centrale, a Cuba, a Puerto Rico, a
Haiti et aux Petites Antilles, voire jusqu’en Floride en Amérique du Nord (Soto Arenas et Cribb,
2010) (Figure 1). Des prospections par I’AGO (Association Guadeloupéenne d’Orchidophilie) ont
été faites en Guadeloupe dans le cadre de ce stage et 131 échantillons de V. mexicana issus de 12

populations différentes ont été récoltés en Basse Terre (Figure 4).
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Figure 5 : Stratégie de propagation de type phalanx. Les individus ayant le méme génotype (clones)

se retrouvent agrégés les uns autour des autres et autour du pied mére (Vallejo-Marin et al., 2010).



Il.  Processus déterminant la diversité d’une population et sa structuration

La partie suivante abordera les parametres qui déterminent la diversité génétique et la
structuration d’une population. Les grands changements environnementaux menacent les especes
végétales, il s’aveére que développer des approches combinées de la biologie de la reproduction et de
la diversité génétique est nécessaire pour améliorer et optimiser la conservation de la biodiversité
(Gigant et al., 2012).

1.2. Modes de reproduction
Le mode de reproduction d’une espece est un parametre important a considérer lorsque 1’on
s’intéresse aux flux de geénes (Ronfort et al., 2005). Plusieurs organismes supérieurs comme les
plantes, présentent un mode de reproduction associant la reproduction sexuée et asexuée. La
reproduction sexuée produit des graines possédant un melange du patrimoine génétique issu des
deux parents et la reproduction asexuée génére des clones identiques au parent.

1.1.1 Mode de reproduction asexué

Le mode de reproduction asexué chez les vegétaux est principalement la reproduction
végétative qui est une forme de bouturage naturel (Bory et al, 2010). Quatre-vingt pourcents des
Angiospermes se reproduisent par clonalité (Klimes et al. 1997). Les plantes qui se reproduisent par
voie végétative présentent plusieurs avantages écologiques comme la persistance aux habitats
défavorables et la réduction du taux de mortalité (Vallejo-Marin et al, 2010).

Chez les orchidées comme le genre Vanilla, la reproduction est mixte (Bory et al., 2008)
bien que la reproduction végétative soit prédominante (Bory et al, 2010). 1l est possible que dans les
populations naturelles de vanilliers, plusieurs individus soient issus de la fragmentation naturelle
d’un méme individu. Il s’agit par ailleurs du mode de reproduction employé¢ depuis plusieurs siecles
pour multiplier les plants dans les vanilleraies de 1’espéce V. planifolia.

Chez V. humblotii en condition naturelle a Mayotte (Gigant, 2012), I’agrégation des
génotypes issus de la reproduction végetative autour du pied mere décrit une reproduction
végétative de type phalanx (Figure 5). D’un point de vue génétique, tous ces individus agrégés
autour du pied-mere sont des clones. Ainsi, la reproduction végétative agit sur la structuration
spatiale de la diversité dans la population et peut jouer un réle important dans la dispersion
génétique a courte distance (Gigant, 2012). En 1’absence de reproduction sexuée, une faible
diversité géenétique peut étre attendue au sein de ces populations. Il existe des exceptions chez les

vanilliers, ou quelques espéces ne sont pas capables de faire de la reproduction végétative.



Tableau 1 : Taux de fructification de quelques especes de Vanilla allogames et autogames (Gigant

etal., 2011, 2014).

Especes Taux de fructification (%) Mode de reproduction
V. barbellata* 18.2 allogame
V. chamissonis? 15.0 allogame
V. claviculata® 17.9 allogame
V. crenulata®’ 0.0 allogame
V. cristato-callosa’ 6.6 allogame
V. dilloniana® 14.5 allogame
V. edwalii® 15.0 allogame
V. humblotii’ 0.8 allogame
V. planifolia *%91° 0.12a1.0 allogame
V. poitaei 6.4 allogame
V. pompona subsp. grandiflora® 0.9 allogame
V. riberoi® 1.1 allogame
V. roscheri’ 26.3 allogame
V. bicolor>* 425a71.0 autogame
V. guianensis” 78.0 autogame
V. martinezii*? 53.0 autogame
V. palmarum® 76.0 autogame



Ce sont les espéces comme V. palmarum Salzm. ex Lindl. (Soto Arenas, 2006 ; Bory et al., 2008c¢)
ou V. bicolor (Householder et al, 2010 ; Pignal, 1994) Bory et al (2010) soup¢onnent notamment
que V. mexicana pourrait faire partie de ce groupe d’espéces, sans reproduction végétative (Bory et
al., 2010 ; Cameron, 2010 ; Soto Arenas et Dressler, 2010), ce qui est confirmé par 1’impossibilité
de bouturer cette espece (Feldmann P., com. pers.). Il est a noter que ces especes ont la particularité

d’étre toutes autogames et capables d’autopollinisation spontanée.

1.1.2 Mode de reproduction sexué

Le systéme de reproduction sexué chez les plantes est allogame et/ou autogame. L’allogamie
est la fécondation croisée entre deux individus distincts. Si les individus se reproduisent avec
d’autres individus apparentés, on parle de régime de reproduction consanguin. A I’extréme de ce
cas de Figure, un individu autofécondeé est autogame.

Chez les vanilliers, certaines especes sont autogames et d’autres allogames (Tableau 1). Le
régime de reproduction sexué préférentiel chez les vanilliers, est allogame et pollinisateur-
dépendant. Ce régime n’est que préférentiellement allogame puisque des tests d’autopollinisation
artificielle ont effectivement montré 1’autocompatibilité des fleurs des individus chez V. bahiana
Hoehne, V. chamissonis Klotzsch , V. madagascariensis Rolfe, V. dilloniana Correll, V. barbellata
Rchb. f. et V. claviculata Lindl.. L’allogamie n’est en effet garantie que par la structure florale qui
présente un rostellum, barriere physique entre les organes reproducteurs méale et femelle et qui
limite 1’autopollinisation (Gigant et al., 2012). L’intervention du pollinisateur est donc
indispensable pour réaliser la pollinisation des espéces allogames. La reproduction sexuée des
espéces allogames (Tableau 1) est généralement associée a un faible taux de fructification en
conditions naturelles (Bory et al., 2008b ; Gigant et al, 2012).

La reproduction par autopollinisation spontanée (autogamie) se fait grace a la présence de
fluides stigmatiques qui permettraient la formation du tube pollinique et/ou grace a un rostellum
déshydraté ou réduit qui permettrait au pollen d’entrer en contact avec le stigmate de fagon passive
(Van Dam et al., 2010). Ce genre de mécanisme est retrouvé chez V. palmarum par la présence d’un
rostellum épais (Gigant et al., 2011). Dans le tableau 1, les especes V. palmarum, V. savannarum, V.
bicolor, V. guianensis, V. martinezii et V. griffithii majoritairement autogames, présentent un tres
haut fruit sets en condition naturelle (Gigant et al., 2011). L’espéce V. mexicana est supposée faire

partie de ces espéces autogames (Cameron, 2010 ; Soto Arenas et Dressler, 2010).
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Les especes allogames citées ont un taux moyen de fructification de 9,5% allant de 0,0% pour V.
crenulata a 26,3% pour V. roscheri tandis que les espéces autogames ont un taux moyen de
fructification de 70,2% allant de 53.0% pour V. martinezii a 78.0% pour V. guianensis (Tableau 1).
Le taux de fructification des espéces autogames est supérieur a celui des espéces allogames. Ces
taux de fructification sont en accord avec les données connues sur des orchidées tropicales montrant
un taux de moins de 20.0% pour les especes allogames et un taux autour de 77.0% pour les especes
autogames (Tremblay et al., 2005). Le systéme de reproduction des especes (allogame/autogame)
est un paramétre important a considérer lorsque I’on s’intéresse aux flux de genes. Chez une espéce
allogame, le pollen et les graines vont participer a la dispersion des genes au sein de la population.
A TDinverse, chez une espeéce autogame, la dispersion efficace résulte principalement de la
dispersion des graines (Ronfort et al., 2005). Ces systemes ont des conséquences importantes sur
I’organisation génétique de la diversité au sein de ces espéces car les populations d’especes
autogames sont plus fortement subdivisées et plus différenciées les unes des autres que les
populations d’especes allogames (Ronfort et al., 2005).

11.2. Flux de génes

En génétique des populations, le flux de génes est défini comme étant 1’échange d’alléles
entre populations (Figure 6) ou le passage efficace de génes d’une population a une autre ou entre
individus au sein d’une méme population (Futuyama, 1998 ; Ronfort et al., 2005; Pegueroles et al.,
2013). Le flux de genes joue un role important dans I’organisation spatiale de la diversité génétique
des populations. Il a généralement lieu au sein d’'une méme espece bien qu’il existe des échanges de
génes interspécifiques, comme constaté dans le genre Vanilla avec 1’existence d’hybrides naturels
de V. claviculata et V. barbellata a Puerto Rico (Nielsen, 2000).

Chez les plantes, le flux de genes est 1’échange de pollen ou de graines entre populations
résultant de la pollinisation, de la dispersion des graines et, éventuellement, de la dispersion de
propagules ou d’organes végétatifs (Levin et Kerster, 1974 ; Ronfort et al., 2005). Le flux de genes
est la base de I’étude de la structure génétique et son effet principal est 1’homogénéisation des
fréquences alléliques entre les populations. En effet, une forte intensité de flux de génes tend a
uniformiser les alléles présents et les fréquences alléliques au sein des populations (Figure 6). Il est
possible de mesurer indirectement I’'importance des flux de geénes entre les populations grace a
I’indice FST de Wright (1969) en quantifiant les différences de fréquences alléliques entre
populations (Ronfort et al., 2005). Le flux de genes chez la majorité des plantes est assuré par des

vecteurs abiotiques comme le vent et/ou biotiques comme les animaux (Levin et Kerster, 1974).






La dissémination par les animaux (zoochorie) s’aveére plus efficace que par le vent (anémochorie)
car elle augmente la probabilité de production de graines et réduit 1’effort de production de pollen
par ovule (Baker, 1963 ; Faegri et VVan der Pijl, 1966 ; Levin et Kerster, 1974). La zoochorie est
prédominante dans les communautés relativement proches par la distance surtout en foréts
tropicales humides (Baker, 1959 ; 1963 ; 1970) tandis que 1’anémochorie est plus rencontrée dans
les habitats ouverts et a climat aride comme dans les prairies, les foréts tempérées et les savanes
(Levin et Kerster, 1974).

Chez la majorité des Orchidaceae, les graines sont anémophiles puisqu’elles sont l1égeres,
séches et de petite dimension facilement disséminées par le vent et la gravité (Ronfort et al., 2005).
Pour les espéces de vanilliers aux fruits aromatiques, la dispersion des graines peut étre zoophile car
le vecteur de pollinisation pourrait étre attiré par I’odeur du fruit. En Amérique, la dispersion de
graines au sein de populations des espéces du groupe de V. pompona se ferait par les abeilles
Euglossa (Hymenoptera, Apidae) attirées par 1’odeur des gousses (Householder et al. 2010 ; Van
Dam et al., 2010) et par les abeilles Trigona sp. (Householder et al., 2010). Pour V. pompona et V.
insignis, cette dispersion se ferait par la chauve-souris (Soto Arenas et Dressler, 2010). A Mayotte,
chez V. humblotii, le flux de pollens entomophile serait réduit a de tres courtes distances dans la
population entre des individus proches geéographiquement. Le flux de graines, serait disseminé
quant a lui par I’action conjointe du vent et de la gravité, et serait responsable des échanges
génétiques intra populationnels sur des distances supérieures a 10m (Gigant et al., 2012). Il existe
des facteurs de différenciation des populations, de natures écologiques et/ou génétiques, qui limitent
le flux de génes au sein des populations. Ils affectent la diversité génétique au sein des populations
et pourraient réduire la taille de ces populations (Frankham, 1995) affectant 1’évolution de la

population.

1.2.1 Isolement génétique par la distance et I’écologie

Les flux de génes entre les populations peuvent étre réduits par la distance géographique
(isolement par la distance ou isolation—by-distance/IBD) ou par la sélection divergente qui résulte
d’une adaptation locale (isolement par 1’écologie ou isolation- by-ecology /IBE) (Mallet et al,
2014b). L’isolement par la distance exprime la différenciation génétique en fonction de la distance
(Jenkins et al., 2010). Selon Wright (1943), des paires de populations proches géographiquement les
unes des autres peuvent étre plus proches génétiquement que des populations éloignées par la
distance a cause de la capacité de dispersion limitée des graines et du pollen. L’IBD significatif
montre que la distance géographique est corrélée positivement avec la différenciation génétique
(Hutchison et Templeton., 1999).






Cependant, si les habitats dans lesquels se trouvent les populations sont trop différents les uns des
autres, la différenciation génétique des populations et la réduction des flux de génes entre les
populations seraient liées a I'IBE (Shaffer et Wolf, 2013). L’IBE crée une structuration génétique
des populations selon le type d’habitat : des populations aux habitats similaires auront des
compositions génétiques similaires. L’IBE peut étre soit un isolement par I’adaptation (IBA), si la
différenciation est due a un trait adaptatif de la population, soit un isolement par I’environnement
(IBE), si la différenciation s’est faite par le biais de la variation des conditions écologiques entre les
populations (Mallet, 2014). Dans le cas des populations de Jumellea rossii (Orchidaceae) a la
Réunion, I’IBD et I’IBE interagissent dans la structuration génétique des populations. Néanmoins,
I’hétérogénéité des habitats de cette espece influencerait beaucoup plus la diversité génétique des

populations que la distance géographique (Mallet et al., 2014b).

1.2.2 Fragmentation des populations

La fragmentation peut étre définie a 1’échelle du paysage comme étant la perte de I’habitat et
la division de cet habitat qui diminuerait la taille des populations, induirait la formation de patches
d’habitat et augmenterait le degré d’isolation des populations (McGarigal et Cushman 2002 ;
Fahrig, 2003). Les populations fragmentées sont sujettes a une perte de la diversité allélique
(Allphin et al. 1998 ; Ezard et Travis 2006 ; Aguilar et al., 2008), a une réduction de 1’hétérozygotie
(Allphin et al. 1998 ; Alemayehu et al. 2011), a une dérive génétique, & une dépression de
consanguinité et a une réduction du flux génétique inter populationnel (Templeton et al.1990 ;
Young et al. 1996). L’accumulation de ces effets néfastes de la fragmentation peut augmenter de
facon significative les risques d’extinction de ces populations (Allendorf et Luikart, 2012 ;
Frankham et al., 2010). Aguilar et al. (2008) montrent en effet dans leur méta-analyse des
populations végétales que globalement les populations fragmentées présentent une perte de diversité
génétique avec un faible taux d’allogamie, un faible taux d’hétérozygotie et un taux de
consanguinité élevé. Les auteurs supposent que cela est di a une rupture du flux de génes entre les
populations et/ou un changement du régime de reproduction des plantes dans les populations
fragmenteées. Toutefois dans le cas du genre Vanilla, a Mayotte (océan Indien), les populations de V.
humblotii ont été fragmentées par la déforestation, et présentent une perte de diversité allélique,
mais il s’avere que les populations présentent une forte diversité génétique et un fort taux
d’hétérozygotie. Les auteurs supposent que le mode de reproduction végétatif et le nombre réduit de
géneérations ont permis de maintenir le niveau de diversité génétique au sein des populations apres
fragmentation (Cook, 1983 ; Gigant et al., 2012).



Dérive génétique — Goulot d’étranglement
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Figure 7 : Représentation de I’évolution des fréquences alléliques suite a un goulot d’étranglement
et une derive genétique (source : http://evolgen.wikispaces.com). La population mere subit un
goulot d’étranglement par réduction de la taille de la population et constitue une nouvelle
population & partir des individus survivants. La génération suivante se forme par phénomeéne de

dérive génetique avec un pool allélique de composition différente de la population meére.
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Figure 8 : Représentation du croisement consanguin de deux individus fréres hétérozygotes de la

génération 2 et de I’expression de I’allele délétere « a » chez I’individu rouge dans la génération

suivante (3) (source : http://evolution.berkeley.edu/)



Les impacts de la fragmentation sont trés complexes et dépendent de plusieurs facteurs comme la

taille, le degré d’isolement et les caractéristiques de la population (McGarigal et Cushman, 2002 ;

Fahrig, 2003 ; Ezard et Travis, 2006 ; Leblois et al., 2006; Ouborg et al., 2006).

lll. Conséquences de la dérive génétique, du goulot d’étranglement et de la
consanguinité sur la diversité génétique

Des facteurs génétiques sont impliqueés dans la diversification génétique des populations.
Cette partie aborde trois processus dépendants du régime de reproduction des espéces et des flux de
génes au sein des populations. Ils sont liés et peuvent déterminer la capacité de la population a se
maintenir dans le temps : le goulot d’étranglement, la dérive génétique et la consanguinité.

Le goulot d’étranglement est un processus au cours duquel, une population se forme a partir
d’un nombre extrémement réduit d’individus comme dans le cas des processus de colonisation des
fles a partir de continent. Les structures alléliques de cette nouvelle population pourront étre
totalement différentes de la population d’origine (Figure 7). Indépendamment du taux de croissance,
les populations soumises a des goulots d’étranglement tendent a perdre les alleéles aux fréquences
faibles, a présenter une réduction de leur polymorphisme et du nombre d’alleles par locus (Godt et
Hamrick, 1991). Au cours des générations, I’intégrité de la population est menacée par la perte de
sa diversité génétique (Lande, 1988). Le processus de dérive génétique se passe au sein d’une
population par fixation de certains alleles de maniere aléatoire a partir d’un pool d’all¢les d’une
population initiale de grande taille. Il s’observe lorsque le flux de génes entre les populations mere -
fille est rompu. Ce cas se présente par exemple lors d’une diminution drastique de la taille d’une
population (Slatkin, 1987), comme lors d’un goulot d’étranglement (Figure 7). Dérive génétique et
goulot d’étranglement peuvent agir ensemble et participer a la perte de la diversité génétique des
populations ce qui réduit la capacité d’adaptation des populations aux modifications de
I’environnement et en augmentant ainsi la probabilité d’extinction d’une population restreinte
(Frankel et Soulé, 1981 ; Burgman et Neet, 1989). La consanguinité est le croisement entre
individus apparentés (Figure 8). Elle est favorisee par les petits effectifs des populations ou les
échanges génétiques sont limités. Elle peut entrainer 1’expression de génes récessifs et déléteres
(Burgman et Neet, 1989). Ces genes désavantageux qui ne s’exprimaient pas en étant hétérozygotes
ont une probabilité plus importante de devenir prédominants dans une génération d’individus issus

de croisements consanguins.






La consanguinité augmente le taux d’homozygotes dans la population et peut entrainer une baisse
significative de la fitness de reproduction chez les espéces d’animaux et de plantes surtout chez les
especes exclusivement allogame, on parle alors de dépression de consanguinité (Charlesworth et
Charlerworth, 1987 ; Dudash, 1990 ; Falk et Holsinger, 1991 ; Fenster, 1991 ; Johnston, 1992 ;
Dole et Ritland, 1993 ; Heschel et Paige, 1995 ; Frankham, 1995, 2005). La consanguinité
combineée a la taille modérée des populations réduit la diversité génétique au sein des populations et
contribue également au déclin des populations surtout chez les especes a faible taux de reproduction
(Burgman et Neet, 1989 ; Frankham, 1995).

La conséquence directe de la perte de diversité génétique, selon qu’elle est liée a un ou
plusieurs des phénomenes énoncés ci-dessus, est la diminution du nombre d’alléles et la diminution
du potentiel adaptatif de ces especes a survivre aux modifications environnementales et notamment
aux conditions climatiques extrémes, aux pollutions et aux maladies (Burgman et Neet, 1989 ; Pray
etal., 1994 ; Vrijenhoek, 1994 ; Frankham, 1995, 2005).

IV. Problématique, objectifs de I’étude et méthodologies envisagées

V. mexicana est une espece ancestrale qui est indigene de la Guadeloupe. En 2013, des
échantillonnages de 1’espece ont ¢été réalisés en Guadeloupe par I’association AGO (Association
Guadeloupéenne d'Orchidophilie) sous 1’égide du Parc National de la Guadeloupe afin de récolter
des fragments pour en extraire I’ADN et de géoréférencer les individus présents sur la Basse Terre.
Le stage visera a améliorer les connaissances sur cette espece. La problématique sera d’évaluer les
niveaux de diversite au sein des populations de V. mexicana en Guadeloupe. Pour cela, des
questions sont soulevées par le sujet :

e Quel est le mode de reproduction de V. mexicana ? Et quelle est I’influence du mode de
reproduction sur la structure génétique des populations ?

¢ Quelle est I’intensité des flux de génes intra- et inter-populationnelles ?

e Les populations de V. mexicana sont-elles structurées sous 1’hypothése de populations dont
les individus se reproduisent de maniere aléatoire entre eux (panmixie)? Si structure
génétique il y a, quels sont les facteurs influencant la structure génétique de ces
populations ?

e Quelles sont les propositions, si nécessaire, de mesures de gestion de la biodiversité de

I’espéce V. mexicana en Guadeloupe ?
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MATERIEL ET METHODES

I. Echantillonnage

L’échantillonnage a été effectué¢ en 2013 par 1’Association Guadeloupéenne d’Orchidophilie
(AGO) sous I’égide du Parc National de la Guadeloupe dans le cadre du projet VaBiome. Deux a
trois prospecteurs de I’association ont assuré 1’inventaire des populations de V. mexicana et le
conditionnement du matériel végétal. Ils ont effectué 22 tracés représentant 135 km réparties autour
du massif de Basse-Terre en Guadeloupe en faisant en sorte de recouvrir toutes les zones
écologiques. Ainsi, ils ont pu prospecter dans les zones au vent & moyenne altitude (150 a 750m) au
sein de 6 habitats sur les 10 que compte Basse—Terre (Goulié, 2014). Des prélevements de feuilles
ont été effectués et le matériel végétal déshydraté a 1’aide de silicagel a été envoyé au laboratoire
(UMR PVBMT) du 3P de Saint-Pierre par courrier postal.

Ainsi, 131 échantillons de V. mexicana ont été récoltés sur 12 sites de Basse-Terre (Figure 4).
La dénomination des populations correspond au nom de la localit¢ d’échantillonnage. Chaque
individu est muni de ses coordonnées GPS et d’un code terrain (Annexe 1), il est ensuite intégré dans
la base de données de la collection du CRB Vatel du Cirad de La Réunion avec un numéro
d’accession. Pour les analyses génétiques, 2 autres accessions de V. mexicana de la Martinique et du

Mexique sont fournis par le CRB VATEL pour compléter notre étude.

Il. Evaluation du taux de fructification naturelle

De Juin a juillet 2014, sur 2 individus de la population Mazeau distants d’environ 2 km, le
taux de fructification a éte calculé a partir de 16 inflorescences de V. mexicana dont 8 sont ensachées
avant I’ouverture des fleurs et 8 laissées sans protection (manipulations AGO). Ce taux est un ratio
entre le nombre de fruits formés au 30eme jour par le nombre de fleurs au jour 0. Ensuite, le taux de
fructification naturelle dit « témoin », c’est-a-dire sans protection est comparé au taux
d’autofécondation spontanée a 30 jours a 1’aide d’un test de Student réalis¢ avec le logiciel R v.3.1.1

(R Core Team, 2014).

lll. Analyse génétique et marqueurs utilisés

n.1. Extraction d’ADN
L’ADN de chaque échantillon récolté a été extrait a partir de 0,020 a 0,025 g de feuilles
déshydratées. La matiére végétale est broyée a 1’aide de 1’appareil TissueLyser II (Qiagen) pendant
une durée de 8 minutes a une fréquence de 30 Htz en vérifiant la finesse de la poudre. Dans le cas

contraire, un broyage supplémentaire avec les mémes paramétres est effectué.
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Tableau 2: Caractéristiques des 6 marqueurs microsatellites utilisés (F : Forward, R : Reverse)
(Gigant et al., 2011b).

Motif

Marqueurs répété Séquence Fluorochrome
HUO3-F ()24 GTCGCATTCACATAGCTTCG EAM
HUO03-R g CTTCCTACCGCTGTCGTCT
HUO04-F (ag)13 GGATACTTCCGGTGACTCCA FAM
HUO04-R GCTCTGGCTCTGTGGTTAGG
HUO06-F (tg)10 CTTGGTTGTTCTGCTGGATG PET
HUO06-R CCCTAGAACCCATGTCTTGC
HUO07-R CCACGTAGATCAAACACAGCA
HUO7-F (92)16 AAGAAACTGTTAGAAATCCCAAGC NED
HUO09-F (ag)14 CGCCGGATACTTCCAATTAC VIC
HUO09-R TGATTCACGCATGTAAACGAG
RO05-R (ga)15 GCTATTTCCCACGAACCCTA NED
ROO05-F g AACCATTGCCAGAAGCCTAA



L’ADN est ensuite extrait de la poudre suivant le protocole DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, France)
présenté en annexe 2. L’ADN est finalement ¢lu¢ dans 70 pl de tampon d’élution. La qualité de
I’ADN est vérifiée par électrophorése sur gel d’agarose a 2% et révélation au bromure d’éthidium
(BET). Les échantillons sont dilués en fonction de la gamme d’intensité de bande établie
préalablement grace a des concentrations d’ADN connues afin d’avoir une concentration proche de
10ng/ul pour la suite des manipulations. Une analyse complémentaire de la qualité et de la
concentration en ADN a été réalisée par spectrophotométrie a 1’aide du Nanodrop V8000 (Nanodrop

Technologies, USA).

1.2. Purification des ADN
Pour assurer le succés des amplifications, une série de purification selon le protocole
GeneClean® TurboKit (Annexe 3), est réalisée sur 74 échantillons présentant une pureté insuffisante,
estimée au Nanodrop, (ratio des densités optiques 260/280 hors de la gamme de validité comprise
entre 1,7 et 2).

1.3. Mise au point de marqueurs microsatellites

La mise au point chez V. mexicana de marqueurs microsatellites est basée sur 1’utilisation de
14 marqueurs microsatellites de V. planifolia (Bory et al., 2008d) et de 19 marqueurs microsatellites
de V. humblotii et V. roscheri développés par Gigant (2011b). Un tri préliminaire a été effectué a
partir de ces marqueurs par Gigant (résultats non publiés). Initialement, un panel de 14 marqueurs
microsatellites dont 5 couples d’amorces développés chez V. planifolia et 9 couples chez V. humblotii
et V. roscheri est ainsi sélectionné pour un signal de transférabilité a V. mexicana. Cependant, aprés
avoir testé ces amorces sur un plus grand nombre d’échantillons de V. mexicana, uniquement 6 de ces
14 couples d’amorces (Tableau 2), par ailleurs tous développés chez V. humblotii et V. roscheri, se

sont avéres transférables a V. mexicana et donnant des résultats répétables.

1.4. Amplification des fragments d’ADN microsatellites

Les réactions PCR (Polymerase Chain Reaction) ont donc réalisées a partir de 6 couples
d’amorces microsatellites : HUO03, HU04, HUO06, HUO07, HU09, ROO5 marqués par des
fluorochromes émettant des couleurs a des longueurs d’ondes différentes (Tableau 2). Le volume
total de réaction est de 15ul dont 7,5 ul de buffer Multiplex (Qiagen), 0,2 ul de chague amorce a 20
mM, 5,1 ul d’eau HPLC et 2 pul d’ADN a une concentration estimée de 10ng/ul. L’appareil utilisé
pour I’amplification de I’ADN est le thermocycleur PCR System 9700 (Applied Biosystems, France).
Le programme utilisé est le suivant : 2 minutes de pré-dénaturation a 95°C, 45 cycles de 30 secondes
de dénaturation a 95°C, de 45 secondes d’hybridation des amorces & 57°C et d’1 minute d’élongation
a 72°C, ensuite une élongation finale de 7 minutes a 72°C.
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Le contrdle de I’amplification se fait par électrophorese sur du gel d’agarose a 2% (migration a 110V
pendant 1 heure et 30 minutes, révélation au BET sous UV, et visualisation de la fluorescence des
fragments d’ADN avec le logiciel Clara Vision (Perfect Image). Les produits PCR sont dilués au

1/10éme, 1/20¢me, 1/30éme, 1/40éme suivant I’intensité des bandes sur le gel.

11.5. Génotypage

Le genotypage des individus a été effectué par migration des produits amplifiés avec le
séquenceur ABI 3130XI (Applied Biosystems) selon le protocole en annexe 4. Pour cela, une
quantité de 1pl des produits d’amplification microsatellites dilués au préalable est mélangée a 10,3 pl
de formamide et 0,7pl du marqueur de taille Gene Scan 500 Liz Size Standard (Applied Biosystems).
Le résultat de la migration par capillarité est visualisé a 1’aide du logiciel GeneMapper v.4 (Applied
Biosystem). Il est important de distinguer les profils de génotypage des pics parasites ou « stutters ».
Pour les 6 amorces sélectionnées, différents jeux de données ont été constitué en fonction des besoins

des analyses.

IV. Analyses statistiques de génétique

IV.1. Diversité génétique

Aprés la détermination des tailles des alleles pour chaque marqueur et chaque individu
échantillonné, les analyses statistiques ont été effectuées avec plusieurs logiciels. La conversion des
fichiers de données a été principalement effectuée avec le logiciel GenAlex v.6.4 (Peakall et Smouse
2006).

Un jeu étendu de données comprenant toutes les accessions de la Guadeloupe, Martinique et
Mexique (133 individus) pour les 6 loci microsatellites est utilisé pour calculer le nombre total
d’alléles pour chaque locus (Na) a l'aide du logiciel GenAlex et pour étudier le niveau de
polymorphisme et la présence d’alléles privés a 1I’échelle régionale. Par la suite, les accessions
Martinique et Mexique ont été retirées du jeu de donnees initial pour le calcul du nombre d'alléles
privés par population (Ap), des hétérozygoties observées (Ho), des hétérozygoties attendues dans le
cas d’une population a I’équilibre d’Hardy-Weinberg (He) et des indices de fixation (Fis) a I'aide du
logiciel GenAlex. Pour les analyses a I’échelle des populations, seul le jeu complet de données
obtenu pour 3 marqueurs HUO03, HUQO7, HUQ9 est utilisé (51 individus). Le Fis ou coefficient de
consanguinité indique un déficit ou un excés en hétérozygotes dans les populations étudiées, informe
sur le régime de reproduction des populations en faisant un ratio de He et Ho. Le logiciel Genepop
v.4.0 (Raymond et Rousset, 1995) permet de tester la déviation a 1I’équilibre d’Hardy-Weinberg par
les tests exacts multi-locus d’écart a cet équilibre de Hardy- Weinberg, utilisant des chaines de

Markov paramétrées systématiquement avec les valeurs par défaut (Guo et Thompson, 1992).
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Les tests sur les déséquilibres de liaison entre loci ont été réalisés a 1’aide de Genepop avec un test
exact de Fisher prenant en compte toutes les paires de marqueurs dans chacune des populations.
L’absence d’alléles nuls au sein des populations est Vvérifiée en faisant des sous-jeux de donnees sans
valeur manquante pour chaque locus a partir du jeu de données a 131 individus avec le logiciel
Micro-Cheker v. 2.2 (Van Oosterhout et al. 2004).

IV.2. Différenciation génétique

Les analyses suivantes sont réalisées sur le jeu complet de données Guadeloupe (51 individus,
3 loci). La différenciation génétique est estimée par le calcul du Fst par paire de populations a I’aide
du logiciel Genepop en utilisant la méthode de Raymond et Rousset (1995). Le Fst est un ratio entre
I’hétérozygotie théorique moyenne dans les sous-populations (Hs) et 1’hétérozygotie théorique dans
une population globale (Ht). La significativité de la différenciation génétique est réalisée avec le
méme logiciel en utilisant la méthode de Weir & Cockerham (1984).

Des analyses factorielles de correspondance ont été effectuées a partir du logiciel Genetix v.
4.5.2 (Belkhir et al. 2004) afin d’avoir un apercu de la répartition des génotypes par population. Pour
cela les alleles susceptibles d’influencer trop fortement la distribution des individus et nuisant a leur
représentation graphique sont écartés des analyses. La corrélation entre la distance géographique et la
distance génétique entre génotypes est également calculée a partir du logiciel GenAlex en utilisant un

test de Mantel avec 10° permutations.
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IV.3. Structuration des populations

La structuration génétique des populations (sur le jeu complet de données, 51 individus et 3
loci) est déterminée par le logiciel InStruct (Gao et al., 2007). Il permet d’estimer le nombre probable
de populations a 1’équilibre sur la base des fréquences alléliques. L assignation des individus a une
population se base sur les probabilités postérieures bayésiennes d’appartenance a K groupes ou K est
défini a priori par 'utilisateur. Le modéle utilisé pour ces analyses est le modele sans introgression («
no admixture ») approprié pour les populations réduites et isolées. Ce modele suppose que chaque
individu est issu d’une seule des populations échantillonnées (Pritchard et al., 2000) et que les
populations ne sont pas sous l’influence de populations non échantillonnées. Une valeur de
vraisemblance permet de définir le K optimal, a partir d’une série de 5 répétitions par K testé, de 1 a
15. Chaque répétition est caractérisée par un burnin de 5x104 itérations et une période de simulation
de 5% 105 générations de chaines de Markov. A partir du résultat issu de 1’analyse, le nombre de K le
plus vraisemblable est déterminé par la méthode d’Evanno et al., (2005) qui calcule les valeurs du
parametre AK. Le K optimal prend la valeur de K pour lequel le AK est le plus élevé. Le logiciel
Distruct v.1.1. (Rosenberg, 2004) est utilisé pour représenter graphiquement la distribution des
génotypes dans chacun des clusters définis par les sorties InStruct. Une représentation de la
distribution des clusters a 1’échelle de la Guadeloupe est ensuite réalisée a 1’aide de QGIS v.2.4
(2012).
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Tableau 3: Mode de reproduction de V. mexicana en Guadeloupe. Témoin : inflorescences sans

protection, Ensachée : inflorescence protégée, Nb_fl : nombre de fleurs, FRUCTI_MOY : taux de

fructification moyen a 30 jours, MOY_SE : valeur moyenne et écart-type, t.test : pvalue du test de

Student, NS : non significatif.

JOURO FRUCTI_MOY (%)
Témoin Ensachée L. ,
Témoin Ensachée
Nb_fl Nb_fl
MAZEAU 6 6 50,0 50,0
116 6 5 83.3 80,0
6 5 66,7 60,0
6 6 50,0 50,0
MAZEAU 4 6 3 33,3 100,0
5 6 80,0 50,0
6 4 16,7 25,0
4 6 50,0 16,7
TOTAL 45 41
MOY * SE 53,7211 53,9125,3
T.TEST 0,30 (NS)

Tableau 4: Indices de diversité génétique définis par Genepop et Genalex. Na(Guad): nb d'alleles

total & I'échelle régionale (nb d'alléles total en Guadeloupe) par locus, Taille (pb): gamme de taille

des alléles, pol_reg: polymorphisme régional, pol_Guad: polymorphisme local au niveau de la

Guadeloupe, N: nb total d’individus a I’échelle régionale (nb total d’individus en Guadeloupe), A :

présence d’alléle nul dans au moins une population, He: hétérozygotie attendue avec 1’écart-type, Ho:

hétérozygotie observée avec 1’écart-type, Fis: indice de fixation avec 1’écart-type, HW: déviation a

I'équilibre d'Hardy-Weinberg avec pvalue * (<0,05) ou NS (> 0,05).

REGION GUADELOUPE
Locus Na (Guad) Taille (pb) Pol_rég Pol_Guad N (Guad) A He Ho Fis HW
HUO3 4(4) 119 -127 Oui Oui 111(110) Non 0,25+0,06 0,360,11 -0,39+0,11 NS
HU04 3(1) 150 - 161 Oui Non 42 (40) Non 0,00 0,00 - -
HUO4 4(4) 252 - 260 NA Oui 43 (43) Oui 0,23+0,06 0,15£0,05 0,3240,13 *
HUo7 3(3) 165-171 Oui Oui 57 (55) Oui 0,24+0,07 - 1,00£0,00 *
HUO09 6(5) 109 - 203 Oui Oui 126 (125) Oui 0,34+0,07 0,25+0,06 0,24£0,10 *
ROO05 2(1) 178 -180 Oui Non 48 (47) Oui 0,00 0,00 - -
Moyenne 3,67(3) 0,38 *



RESULTATS

I. Biologie de la reproduction de V. mexicana

Pour les 2 individus, sur les 86 boutons terminaux de départ (J0), 45 sont devenus des fruits
dont 24 sur 45 pour les inflorescences témoins et 21 sur 41 pour les inflorescences ensachées
(Tableau 3). Il n’y a pas de différence significative entre le taux de fructification naturel et le taux
d’autofécondation spontanée obtenu a partir de fleurs ensachées donc 1’autofécondation spontanée
(53,9%) explique la totalité des fructifications naturelles observées (53,7%) pour l’espece V.

mexicana.

Il. Analyse de la diversité génétique

Les 6 marqueurs microsatellites développés chez V. humblotii et V. roscheri et transférables
chez V. mexicana, sont polymorphes a 1’échelle régionale (Guadeloupe- Martinique- Mexique) et
parmi eux, 4 sont polymorphes a I’échelle de la Guadeloupe. Les marqueurs HU0O4, HUO9 et RO05
ont révélé 4 alleles privés chez I’individu du Mexique sur les 18 alléles privés détectés a 1’échelle de
la région dont 1 a I’état d’hétérozygote et les 3 autres homozygotes. Le nombre d’individus
génotypés avec succes dans la région varie pour chaque locus, il va de 43 individus pour le locus
HUO06 a 126 individus pour le locus HUQ9 (Tableau 4). Au total, 51 individus sur les 131 de la
Guadeloupe ont été génotypés avec succes pour 3 marqueurs microsatellites (HU03, HUO7, HUQ9)
avec 11 populations : Birloton, Carbet, Desbordes, Duportail, Habitué, Jules, Léon, Mazeau, Moreau,

Riviére Saint-Louis et Sofaia.

.1 Informativité des loci

Sur ’ensemble des populations a 1’échelle régionale et pour tous les loci, le nombre d’alléles
par locus Na varie de 2 alleles pour RO05 a 6 alleles pour HUO9 et le nombre d’alléle moyen par
locus est de 3,67 (Tableau 4). Sur les 6 loci étudiés pour toutes les populations, 3 ont des valeurs de
Fis indiquant une déviation significative a I’équilibre de Hardy- Weinberg due a un déficit en
hétérozygotes. Bien qu’il y ait un locus avec un exces en hétérozygotes (HUO3), I’ensemble présente
une inadéquation a I’équilibre de Hardy-Weinberg pour tous les loci et toutes les populations
(Tableau 4). Le polymorphisme révélé est plus important a 1’échelle régionale, avec 22 alléles révélés
et 6 loci polymorphes, alors que seulement 18 alleles et 4 loci polymorphes sont révélés en
Guadeloupe. En ce qui concerne les désequilibres de liaisons, les résultats de pvalue indiquent qu’il

n’y a pas de déséquilibre de liaison significatif entre les différents loci considérés.
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Tableau 5: Indices de diversité génétique définis par Genepop et Genalex. N : effectifs, Na: nb
d'alléles total en Guadeloupe par population, He: hétérozygotie attendue avec I’écart-type, Ho:
hétérozygotie observée avec 1’écart-type, Fis: indice de fixation avec 1’écart-type, HW: déviation a
I'équilibre d'Hardy-Weinberg *pvalue<0,05 et NS pvalue> 0,05. Les populations ayant un effectif
supérieur a 5 individus ont des valeurs mises en gras. Le Fis est calculé pour les populations avec un

nombre d’alléles supérieur ou égal a 4.

Population Désignation N Ap He Ho Fis HW
BIRLOTON Birlo 1 4 0 017£0,17 0,33+0,33 -1,00+0,33 -
CARBET Carbe 1 3 0 0 0 0 -
DESBORDES Desbo 4 7 1 0,47+0,05 0,41+0,22 0,09+0,46 NS
DUPORTAIL Dupor 1 3 0 0 0 0 -
HABITUEE Habit 4 6 0 0,2610,13 0,25+0,14 0,03+0,29 NS

JULES Jules 1 4 0 0,17+0,17 0,3340,33 -1,00£0,33 -

LEON Léon 2 6 1 0,38+0,19 0,17+0,17 0,6+0,33 NS
MAZEAU Mazea 14 6 0 0,32+0,10 0,12+0,06 0,45+0,31 *
MOREAU Morea 13 7 0 0,33+0,16 0,20+0,10 0,43+0,34 *

RIVS RivS 3 5 0 0,32+0,16 0,11+0,11 0,67+0,27 NS
SOFAIA Sofai 7 6 0 0,35+0,18 0,14+0,14 0,66+0,28 *

Moyenne 0,25+0,04 0,1940,05 0,25+0,12 *
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Figure 9: Analyse Factorielle des Correspondances pour les génotypes de V. mexicana a 1’échelle de

la Guadeloupe. Les axes 1, 2 sélectionnés représentent 84,45% de la variabilité totale des données.



Dans la population de Mazeau, le locus HUO7 présente un allele nul mais de fréquence négligeable
pour en tenir compte dans nos analyses De plus, les études effectuées avec ces marqueurs
microsatellites chez d’autres espéces de Vanilla comme chez V. planifolia, V. humblotii et V. roscheri
(Bory et al., 2008d ; Gigant et al., 2011b) ont montré que les loci ne présentaient pas d’all¢le nul de

fréguence suffisamment importante dans les populations étudiées.

11.2. Diversité génétique a I’échelle de la Guadeloupe

Les analyses de la diversité génétique portent sur le jeu complet de données (51 individus, 3
loci). Le nombre limité¢ d’individus échantillonnés pour certaines populations est susceptible de
biaiser les analyses, ainsi les résultats a considérer porteront sur les populations avec un effectif
supérieur a 5 individus. Le nombre d’alléles par population varie de 6 pour la population de Sofaia
(7 individus) et de Mazeau (14 individus) a 7 pour Moreau (13 individus). 1l existe des alleles privés
au nombre de 2 appartenant a la population de Desbordes et Léon (Tableau 5). Les taux
d’hétérozygotie observée vont de 0,12 pour Mazeau a 0,20 pour Moreau. Pour tous les loci, les
populations de Mazeau, de Moreau et de Sofaia ont des valeurs de Fis indiquant une déviation
significative a 1’équilibre de Hardy- Weinberg due & un déficit en hétérozygotes et 1’analyse globale
de Fis pour toutes les populations suggere également le méme résultat (Tableau 5). Si on considere
les populations ayant un faible effectif, elles sont en adéquation a 1’équilibre de Hardy-Weinberg,
mais comme elles ne permettent pas de faire des analyses robustes ce résultat ne peut pas étre pris en

considération.

I.3. Différenciation génétique

L’AFC exploratoire selon 2 axes est réalisé par Genetix sur le jeu complet de données a 51
individus. Afin d’obtenir la meilleure représentation de la distribution des individus dans ces
analyses, les alleles HUQ9 a 203 pb et 187 pb sont mis en données supplémentaires. Les 2 axes
sélectionnés représentent 84,45% de la variabilité des données (Figure 9). Les populations ne
semblent pas présenter de structuration liée a la distribution géographique comme par exemple la
population de Sofaia ¢loignée de celle d’Habituée sur la représentation en AFC mais qui sont
géographiquement proches 1’une de 1’autre. Les populations a faible effectif paraissent intéressantes
dans les AFC d’un point de vue génétique car elles semblent étre différentes des autres populations
comme dans le cas de la population de Birloton et de Léon qui s’écartent des autres populations dans
les AFC. Les calculs des Fst permettent d’estimer la différenciation génétique pour chaque paire de

populations.
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Tableau 6: Matrice de différenciation génétique (Fst) pour chaque paire de populations de V. mexicana. Les paires de

populations ayant un effectif supérieur a 5 individus ont des valeurs de Fst mises en gras (*pvalue<0,05).

Population BIRLO  CARBE  DESBO  DUPOR  HABIT JULES  LEON  MAZEA  MOREA RIVS
CARBE 0.83

DESBO -0.22 0.15

DUPOR 0.83 - 0.15

HABIT 0.30 -0.37 0.23 -0.37

JULES 0.67 0.50 0.11 0.50 -0.32

LEON -0.06 -0.84 0.02 -0.84 0.06 -0.43

MAZEA 0.29 -0.34 0.15* -0.34 0.05 -0.09 -0.11

MOREA 0.41 0.46 0.09* 0.46 0.48* 0.48* 0.13 0.29*

RIVS -0.13 -0.48 -0.08 -0.48 0.05 013 029 -0.12 0.18*

SOFAI 0.34 0.12 0.08* 0.12 0.30* 0.25 -0.21 0.08* 0.03 -0.04
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Distance génétique y=0,1413x+ 1,7982
R = 0,013*

Figure 10: Régression linéaire entre les distances génétiques et les distances géographiques traduisant le test de Mantel (*pvalue<0.05).
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Figure 11: (a) Distribution de I’assignation moyenne de chaque population de V. mexicana en Guadeloupe a un cluster (K=2) a I’aide du logiciel
InStruct selon la méthode d’Evanno et al. (2005) et avec AK= 3,26 a K=2. La taille des camemberts varie en fonction du nombre d’individu dans
chaque population (cluster 1 : gris clair, cluster 2 : gris foncé). (b) Histogramme des probabilités postérieures d’appartenance bayésienne a un
cluster (K=2) pour chaque individu (cluster 1 : gris clair ; cluster 2 : gris foncé). (c) Détermination du K optimal selon la méthode d’Evanno et al.,
2005 (K=2).



Comme ils sont basés sur les fréquences alléliques, les calculs sur les populations réduites ne
sont pas retenus car ils ne sont pas valables. Pour les populations de Mazeau, de Moreau et de Sofaia,
les valeurs de Fst vont de 0,03 a 0,29.

La population de Sofaia n’est pas significativement différenciée de celle de Moreau (pvalue >0,05)
mais ces deux populations sont significativement différentes de Mazeau (pvalue <0,05) (Tableau 6).

Le test de Mantel sur les 51 individus génotypés avec les 3 marqueurs se traduit par une régression
linéaire (Figure 10) et suggére que les distances génétiques sont positivement corrélées aux distances
géographiques. Bien que le coefficient de corrélation soit faible, il est significatif (pvalue <0,05) ce

qui laisse supposer que la distance structure les populations généetiquement.

11.4. Structuration des populations

Les analyses effectuées par InStruct (Gao et al., 2007), selon la méthode d’Evanno et al.
(2005), présentent un pic de delta K (AK= 3,26) a K=2 (Figure 11). Ceci suggere qu’il y a 2 groupes
génétiques qui structurent les données. Au seuil d’assignation de 90% des individus, vingt-cing
individus appartiennent au cluster 1 tandis que 26 appartiennent au cluster 2 (Annexe 5). Les
populations de Birloton, de Carbet, de Duportail, d’Habituée et de Jules se regroupent dans le cluster
1. Quant au cluster 2, il regroupe les populations de Moreau. Les populations de Sofaia, de
Desbordes, de Léon, de Mazeau et de Riviére Saint-Louis sont en « admixture » des 2 clusters.
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DISCUSSION

I.  Régime de reproduction de V. mexicana

Selon les résultats des analyses écologiques, le taux d’autofécondation spontanée (53,9%)
n’est pas significativement différent du taux de fructification naturelle observée (53,7%) pour
I’espéce V. mexicana et expliquerait la totalité de celui-ci. Ainsi, cette espéce semble étre autogame,
capable d’autopollinisation spontanée, tout comme quelques autres especes du genre (Gigant et al.,
2011). Ces espéces sont V. palmarum, V. savannarum, V. bicolor (du sous-genre Xanata, groupe V.
plamarum) et V. guianensis, V. martinezii (du sous-genre Vanilla, groupe V. mexicana) (Soto Arenas
et Cribbs, 2010 ; figure 3), ce qui suggere que la capacité d’autofertilité spontanée serait un caractere
ancestral dans le genre Vanilla (Figure 3) qui a été perdu chez les especes les plus récentes. Le fort
taux de fructification naturel calculé chez V. mexicana est en accord avec le taux moyen de
fructification des espéces autogames du genre Vanilla (70,2%), de 53.0% pour V. martinezii a 78.0%
pour V. guianensis (Gigant et al., 2011). Il correspond également aux données relevées chez les
orchidées tropicales montrant un taux de moins de 20,0% pour les especes allogames et un taux
autour de 77,0% pour les espéces autogames (Tremblay et al., 2005). Les vanilliers autogames ont
aussi la particularité d’étre incapable de faire de la reproduction végétative (Soto Arenas, 2006 ; Bory
et al., 2008c ; Householder et al, 2010 ; Pignal, 1994 ; Bory et al., 2010 ; Cameron, 2010; Soto
Arenas et Dressler, 2010) ce qui est confirmé dans le cas de V. mexicana par 1’impossibilité de
bouturer cette espéce (Feldmann P., com. pers.).

Cependant, 1’étude du régime de reproduction de V. mexicana reste complexe. D’une part,
selon nos analyses sur les populations de Guadeloupe, cette espece est autogame et capable
d’autofécondation spontanee. Ce fait avait déja été suggére par certains auteurs (Cameron, 2010 ;
Soto Arenas et Dressler 2010). Soto Arenas et Dressler (2010) mentionnent en effet que les planteurs
de vanille au Mexique pensent que cette espece peut étre autogame car ils observent de tres fort fruit-
sets dans certaines populations, toutefois certaines populations ont des fruit-sets trés bas (2,5%). V.
mexicana semble aussi présenter des pollinisateurs potentiels comme des abeilles charpentieres
Xylocopa sp. au Mexique (Soto Arenas et Cameron, 2003). Bien que cette hypothése n’a pas été
prouvée, des especes de Xylocopa sp. ont été observées au Mexique visitant V. mexicana (Soto
Arenas et Cameron, 2003 ; Soto Arenas et Dressler, 2010) et ces auteurs suggerent également que V.
mexicana presente une structure de labelle (frontalement ferme) similaire au labelle des especes

d’orchidées pollinisées par des abeilles charpentieres (Soto Arenas et Cameron, 2003).
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Ainsi, le regime de reproduction de V. mexicana pourrait varier selon sa répartition géographique
(Figure 1). L’autogamie caractérisée chez cette espece serait alors une spécificité des populations de
I’1le de la Guadeloupe suite a une adaptation a son environnement. Cette évolution vers I’autogamie
aurait lieu lorsque les conditions pour une reproduction croisée ne sont pas favorables (absence ou
peu de pollinisateurs ou de partenaires pour la reproduction) (Tremblay et al., 2005). Dans ces cas,
étre capable d’autofécondation spontanée devient un avantage sélectif pour les individus ayant
développé ce mode de reproduction (Micheneau et al, 2008). L’autogamie pourrait supplanter
I’allogamie (si le caractére est héréditaire) puisque la production de graines et de descendants
(Spencer, 2013) devrait étre plus importante pour les individus autogames que pour les individus
allogames. Dans le cas d’une colonisation dans les Tles, de fortes contraintes de reproduction (rareté
ou absence de la faune pollinisatrice appropriée) peuvent créer des difficultés pour I’établissement
d’une espece. Dans de telles situations, les espéces qui sont autocompatibles ou capables de se
reproduire de facon autonome par autopollinisation seront favorisées sur les Tles isolées (Baker, 1955,
1967 ; Stebbins, 1970, Micheneau et al. 2008). Une telle évolution du systéme de reproduction est
constatée chez Eichhornia paniculata (Spreng.) Solms (Pontederiaceae). Cette espéce est fortement
allogame dans les populations de Brésil tandis que dans les populations des iles des Caraibes, elle est
fortement autogame (Spencer, 2013). Chez les Orchidées, il est également rapporté une variation du
régime de reproduction selon que I’espéce est continentale ou insulaire. L’autogamie serait
prédominante en milieu insulaire dans les habitats ou 1’activité des pollinisateurs est imprévisible
(Tremblay et al., 2005). Chez les Angraecoideae (Vandeae, Orchidaceae) de la Réunion, 15 a 20%
seraient autogames (Jacquemyn et al., 2005; Micheneau, 2005; Micheneau et al., 2008). Les
Angraecoideae de la Réunion étant considérées comme issues d’une colonisation de 1’ile par des
especes malgaches, I’absence ou la rareté des pollinisateurs appropri€s auraient poussé ces especes a
évoluer vers I’autogamie pour leur reproduction (Micheneau et al., 2008).

Pour pouvoir vérifier nos hypothéses sur V. mexicana en Guadeloupe, des etudes complémentaires de
la biologie de la reproduction dans d’autres populations de la région, notamment au Mexique sont

nécessaires afin de mieux comprendre la stratégie de reproduction de 1’espéce a une échelle globale.
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Il. Marqueurs microsatellites

Sur les 14 marqueurs microsatellites développés a partir de V. planifolia et les 19 marqueurs
de V. humblotii et V. roscheri, aucun marqueur de V. planifolia n’est transférable a V. mexicana et
seulement 6 de V. humblotii et V. roscheri ont été sélectionnées pour 1I’amplification d’ADN de V.
mexicana : HU03, HUO4, HU06, HUO7, HUO9 et ROO05. Les microsatellites (ou SSR: Simple
Sequence Repeats) sont des répétitions en tandem de motifs d’ADN composées de 1 a 6 paires de
bases présentes chez tous les organismes vivants (Durand, 2009). Les microsatellites utilisés au cours
des analyses ont été développés a partir de séquences provenant du génome entier et sont surtout
situés dans les régions non-codantes. lls font partis des microsatellites génomiques qui ont la
particularité d’étre trés polymorphes (plus de 50% en général selon les espéces) mais généralement
seulement transférables aux especes proches (Varshney et al., 2005, Sharma et al., 2007). C’est le
cas par exemple des 14 marqueurs développés chez Syderoxylon majus (Sapotaceae) qui ne sont
transférables qu’a 4 espeéces proches génétiquement parmi les 14 espéces testées (Dafreville et al.,
2011). Une bonne transférabilité des microsatellites développés chez V. planifolia et chez V.
humblotii et V. roscheri avait été révélée respectivement sur 17 et 7 espéces (Bory et al., 2008d ;
Gigant et al., 2011b). Toutefois les espéces testées appartenaient toutes au méme sous-genre, le sous
genre Xanata (Soto Arenas et Dressler, 2010 ; figure 3). La transférabilité de ces marqueurs semble
donc beaucoup moins efficace quand les espeéces, telles que V. mexicana appartiennent au second
sous-genre du genre Vanilla, le sous genre Vanilla (Figure 3). La divergence phylogénétique entre les
deux sous-genres s’est révélée trop importante pour permettre une bonne transférabilité de tous les
marqueurs microsatellites employés. Malgré I’amplificabilit¢ des 6 marqueurs, seulement 4 d’entre
eux sont polymorphes a 1’échelle de la Guadeloupe, ce qui est insuffisant pour faire une étude
approfondie des populations. Il est donc nécessaire, afin de poursuivre la caractérisation génetique
des populations V. mexicana en Guadeloupe, de développer de nouveaux marqueurs microsatellites a
partir des individus de Guadeloupe.

En intégrant les 2 accessions de V. mexicana provenant du Mexique et de la Martinique, les 6
marqueurs selectionnes pour les analyses se sont avérés polymorphes avec 22 alléles révélés dont 4
alléles privés au Mexique. Ainsi, élargir 1’étude a 1’échelle de la région augmente le nombre de
marqueurs SSR polymorphes pour cette espece. Des observations similaires ont été obtenues pour V.
roscheri prés du lac Sibaya (Afrique du Sud). Sur les 16 marqueurs transférables a cette espece, la
totalité était monomorphe et homozygote en Afrique du Sud mais en intégrant un individu de
Zanzibar (Tanzanie), 11 des 16 marqueurs devenaient polymorphes dont 7 hétérozygotes (Gigant et
al, 2014).
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Tout comme pour V. roscheri en Afrique du Sud, il est possible que le fort taux d’homozygotie
observée en Guadeloupe soit li¢ a la situation géographique des populations. En effet, d’un point de
vue de la distribution de I’espéce (Figure 1), les populations de la Guadeloupe sont isolées des
populations continentales du fait de I’insularité ce qui place ces populations en limite d’aire de
distribution de I’espece. Or les espéces présentent une diversité génétique moindre en limite d’aire de
distribution (Van der Merwe et al., 2010; Beatty et al., 2008; Silvertown, 2008; Johannesson et
André, 2006).

lll. Faible taux d’hétérozygotie en Guadeloupe

D’aprés ’analyse globale des Fis pour toutes les populations et tous les loci, les populations
de V. mexicana de la Guadeloupe ne sont pas en adéquation avec le mod¢le de 1’équilibre de Hardy
Weinberg qui est di a un déficit en hétérozygotes. Ce déficit en hétérozygotes est la marque des
régimes autogames, qui par ailleurs a été révélée pour les populations guadeloupéennes de V.
mexicana. Il est a noter qu’avec les mémes marqueurs, le cas contraire est révélé chez une espéce de
Mayotte, V. humblotii est allogame et les populations sont a 1’équilibre de Hardy Weinberg (Gigant,
2012).

Les stratégies de reproduction de 1’espéce permettent d’expliquer les résultats des analyses
génétiques mais le faible taux d’hétérozygotie en Guadeloupe pourrait également étre expliqué par
d’autres facteurs comme une fragmentation des populations qui réduirait les flux génétiques inter
populationnels (Templeton et al.1990 ; Young et al. 1996, Aguilar et al., 2008). Le nombre limité de
marqueurs utilisés pourrait aussi sous-estimer le taux d’hétérozygotie en Guadeloupe. Dans tous les
cas, comme attendu pour une espece autogame, la diversité intra populationnelle (estimée par He) est
plus faible que pour les especes allogames (Nybom 2004). Ainsi la valeur de He obtenue pour V.
mexicana (0,25) en Guadeloupe est inférieure a celle obtenue (0,33) pour les mémes marqueurs dans

le cas de V. humblotii a Mayotte, allogame (Gigant, 2012).

IV. Différenciation et structuration génétiques des populations de V. mexicana
en Guadeloupe

Comme les calculs de Fst reposent sur les fréquences alléliques, seuls les calculs sur les
grandes populations sont considérés dans nos analyses (N>5). Pour les populations a fort effectif, il
semble y avoir une bonne différenciation génétique entre Mazeau, et Moreau mais non significative
entre Moreau et Sofaia. En AFC, ces 3 populations sont également bien séparées. La stratégie de
reproduction de V. mexicana corrobore aussi cette différenciation génétique des populations.
L’autogamie, limitant le flux de génes inter populationnel, génere des populations plus fortement
subdivisées qu’en allogamie (Nybom, 2004).
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Ce flux de genes est en effet limité par rapport aux espéces allogames car il est assuré seulement par
la dispersion des graines (Ronfort et al., 2005). Une méta-analyse comprenant prés de 307 études sur
les plantes (Nybom, 2004) explique que chez les autogames la diversité génétique est plus importante
au niveau inter population en se basant sur une valeur moyenne de Fst supérieure (Fst=0,42) a celle
des allogames (Fst=0,22). Quant a la diversité génétique chez les allogames, elle est plutot intra
populationnelle avec une valeur moyenne de He (He=0,65) supérieure a celle des autogames
(He=0,41). Nos analyses écologiques et géenétiques de V. mexicana en Guadeloupe sont en accord
avec cette méta-analyse car en comparant nos résultats (Fst=0,15 et He=0,25) a ceux de V. humblotii
(Gigant, 2012), allogame a Mayotte (Fst=0,12 et He=0,33), il semble y avoir une tendance a ce que
les populations de V. humblotii soient plus variables au niveau intra populationnelle que celles de V.
mexicana, la diversité inter populationnelle étant aussi Iégérement inférieure.

Quand on integre les données de distribution géographique a la structuration génétique, les
regroupements génétiques issus des analyses Instruct ne correspondent pas a la proximité des
populations sur la carte (Figure 11). Par exemple, les populations de Mazeau et de Sofaia localisées
dans la partie nord de I'ile sont proches géographiquement. Bien qu’elles soient en « admixture », la
population de Mazeau est principalement assignée au cluster 1 et celle de Sofaia au cluster 2. Nos
résultats suggérent ainsi que la structuration génétique n’est pas liée a la localisation géographique
des populations.

L’isolement par la distance est faible bien qu’il soit significatif. La distance influence
significativement la structuration génétique mais d’autres facteurs de nature écologique pourraient
également y jouer un réle. Des données écologiques sur les différentes populations sont actuellement
récoltées afin de permettre de tester I’éventuelle hypothése d’un IBE. Cette structuration en 2 groupes
génétiques revélée par Instruct pourrait également résulter d’une succession d’événements de

colonisation.

V. Stratégies de conservation de V. mexicana

A P’issu des analyses des populations de la Guadeloupe, V. mexicana est caractérisée par un
fort fruit set naturel (53,9%) et des populations fortement homozygotes (déficit significatif en

hétérozygotes), ce qui est en adéquation avec un régime de reproduction autogame.
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Enfin, I’ajout d’accessions originaires du Mexique et de la Martinique montre que toute la

diversité de I’espéce V. mexicana est loin d’étre représentée en Guadeloupe.

Dans les milieux insulaires comme la Guadeloupe, les populations peuvent se former par
goulot d’étranglement suite a un événement de colonisation des iles a partir de continent qui induit la
perte de la diversité génétique des populations. L’évolution de V. mexicana en Guadeloupe vers
I’autogamie rend également les populations sensibles a une dépression de consanguinité. Cette
dépression augmente le taux d’homozygotes dans la population et peut entrainer une baisse
significative de la fitness de reproduction de I’espéce (Charlesworth et Charlerworth, 1987 ; Dudash,
1990 ; Falk et Holsinger, 1991 ; Fenster, 1991 ; Johnston, 1992 ; Dole et Ritland, 1993 ; Heschel et
Paige, 1995 ; Frankham, 1995, 2005). Comme vu précédemment, les populations de V. mexicana
pourraient avoir des régimes de reproduction variant en fonction des localisations, ainsi les génotypes
présents dans 1’ile pourraient étre uniques suite a 1’évolution adaptative de 1’espéce en 1’absence de
son pollinisateur. Et au cours des générations, 1’intégrité de la population est menacée par la perte de

sa diversité genétique (Lande, 1988).

Bien que les analyses soient limitées par le nombre de marqueurs et d’individus, il semble que
les populations de la Guadeloupe soient uniques d’un point de vue régional. Les caractéres
specifiques de V. mexicana en Guadeloupe et les menaces auxquelles elle est soumise laissent
entendre la nécessité de la conserver et font d’elle un modéle d’étude intéressant pour la génétique

des populations.

Au vue de nos résultats, les stratégies de conservation de I’espece reposent sur la conservation
de la diversite génétique des populations de la Guadeloupe. Des mesures de conservation ex situ et in
situ doivent étre mises en place. La conservation ex situ consisterait a faire une collection d’un
maximum de génotypes rencontrés en Guadeloupe en s’assurant qu’il soit le plus représentatif de la
diversité. Cette collection ex situ permettra d’avoir du matériel génétiquement complet et disponible
pour les activités de recherche et de conservation sur le long terme. Etant donné que 1’espece ne se
bouture pas, la collection ex situ nécessiterait la collecte de graines et la mise en germination de
semis pour le suivi des descendants. Quant a la conservation in situ de V. mexicana, elle est déja
assurée par la répartition de la plupart des populations dans les limites du parc national. Ainsi, une
mesure supplémentaire serait la réintroduction d’individus dans les populations aux faibles effectifs
telles que Jules, Birloton, Carbet et Duportail en tenant compte de leur appartenance au cluster

génétique afin d’éviter une « outbreeding depression ».
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les banques de marqueurs microsatellites obtenue a partir de V. planifolia, V. humblotii et V.
roscheri ont permis de sélectionner 6 marqueurs qui ont été utilisés pour 1’analyse dans cette étude.
Ces marqueurs présentent un polymorphisme au niveau de la région Guadeloupe- Martinique-
Mexique et 4 de ces 6 au niveau de la Guadeloupe.

Au sein des populations de la Guadeloupe, le taux d’autofécondation spontanée de 53,9%
explique la totalité du taux de fructification naturelle observée (53,7%) pour I’espéce V. mexicana.
En Guadeloupe, cette espéce a un régime de reproduction autogame et est capable d’autopollinisation
spontanée. Sa particularité réside aussi dans le fait qu’elle est incapable de faire de la reproduction
végetative. La forte homozygotie des populations guadeloupéennes est due a sa stratégie de
reproduction. L’autogamie est aussi une des principales causes de la différenciation génétique des
populations de la Guadeloupe. La diversité génétique des populations est plus importante au niveau
inter population qu’au niveau intra population du fait de cette autogamie. Quand les données
géographiques sont insérées dans les analyses, les populations ne présentent pas de structuration
génétique liée a la localisation géographique, toutefois un pattern d’IBD significatif, mais faible
(isolement par la distance) est détecté. La structuration des populations pourrait étre mieux expliquée
par un phénomeéne d’isolement par 1’écologie (IBE) ou par plusieurs événements de colonisation ce
qui reste a vérifier.

Néanmoins, les analyses effectuées sont trés dépendantes de I’effectif des populations, du
nombre de marqueurs microsatellites utilisés, des problemes techniques et des erreurs de géenotypage.
Ainsi, il est nécessaire de faire des études complémentaires pour confirmer nos résultats. Pour cela,
les perspectives seraient de mettre en place des banques de marqueurs microsatellites développés a
partir de V. mexicana pour faire une analyse en génétique des populations plus poussee et compléte,
augmenter le nombre d’individus échantillonnés pour bien représenter chaque population, étendre
I’échantillonnage a 1’échelle régionale et faire une étude sur les éventuels pollinisateurs de cette

espece a I’échelle régionale.
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ANNEXE

Annexe 1: Coordonnées géographiques des individus de V. mexicana échantillonnés en

Guadeloupe

Numéro Population Latitude Longitude Altitude
CR2333 Birlo 16,14754029 -61,74783654 509
CR2207 Carbe 16,02728389 -61,633982 414
CR2261 Carbe 16,03289434 -61,6392989 576
CR2262 Carbe 16,03755988 -61,64100562 600
CR2263 Carbe 16,03814392 -61,64188955 597
CR2264 Carbe 16,03134105 -61,63381413 531
CR2244 Desbo 16,15690677 -61,64484183 238
CR2245 Desbo 16,15629435 -61,64518265 250
CR2244 Desbo 16,15488819 -61,64720281 262
CR2247 Desbo 16,15572477 -61,65085362 264
CR2248 Desbo 16,15439742 -61,65248042 306
CR2249 Desbo 16,15453539 -61,65429373 258
CR2250 Desbo 16,15454398 -61,65852058 305
CR2251 Desbo 16,15358446 -61,65972405 303
CR2252 Desbo 16,15285879 -61,66074826 294
CR2253 Desbo 16,15371246 -61,66139713 285
CR2258 Dupor 16,22939038 -61,70675582 233
CR2208 Habit 16,26698096 -61,7231845 298
CR2209 Habit 16,26659887 -61,72427239 308
CR2210 Habit 16,26659887 -61,72427239 308
CR2211 Habit 16,26659887 -61,72427239 308
CR2212 Habit 16,26650097 -61,72452567 305
CR2213 Habit 16,26610465 -61,72475279 308
CR2214 Habit 16,26610465 -61,72475279 308
CR2215 Habit 16,26585288 -61,72496963 304
CR2216 Habit 16,26585288 -61,72496963 304
CR2217 Habit 16,26586304 -61,72515671 305
CR2218 Habit 16,26587299 -61,72530635 316
CR2219 Habit 16,26587299 -61,72530635 316
CR2220 Habit 16,26587299 -61,72530635 316
CR2221 Habit 16,26587299 -61,72530635 316
CR2222 Habit 16,26576509 -61,72540062 313
CR2223 Habit 16,26568426 -61,72548535 311
CR2224 Habit 16,26568426 -61,72548535 311
CR2225 Habit 16,2656046 -61,72576658 313
CR2226 Habit 16,2656046 -61,72576658 313
CR2227 Habit 16,2656046 -61,72576658 313
CR2228 Habit 16,2656046 -61,72576658 313
CR2229 Habit 16,26541481 -61,7257678 315
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Annexe 2 : Protocole détaillé de 1’extraction d’ADN de V. mexicana selon DNeasy Plant Mini

(Qiagen, France)

1

10-
11-

12-

13-

14-

15-

Mixer les tissus de la plante dans un tube 2 ml avec une bille de tungstene par tube en
la passant au « TissuLyser » pendant 8 minutes, fréquence=30. Penser a équilibrer les
boites qui vont étre utilisées sur la machine.

Ajouter 400 pl de buffer AP1 et 4l de RNase A dans chaque tube puis vortexer.
Incuber a 65°C pendant 10 minutes au bain marie tout en mélangeant 2 a 3 fois
pendant I’incubation.

Ajouter 130 ul de buffer P3 puis mélanger et incuber dans la glace pendant 5 minutes.
Centrifuger a 14 000 rpm (20 000g) pendant 5 minutes a température ambiante.
Changer de tube en utilisant les tubes et les colonnes Qiashredder Minispin mauve du
Kit et déverser le surnageant dans la colonne.

Centrifuger a 14 000 rpm (20 000g) pendant 2 minutes a température ambiante.
Déverser 1,5 fois le volume total du buffer AW1 dans le tube et mélanger rapidement
avec une pipette.

Changer a nouveau de tube et utiliser les colonnes DNeasy Minispin blanche du Kkit.
Déverser 650 pl de la solution dans la colonne

Centrifuger a 8 000 rpm (6 000g) pendant 1 minute a température ambiante.

Jeter la partie filtrée et conserver la colonne. Déverser le reste de solution dans la
méme colonne et recentrifuger a 8 000 rpm (6 000g) pendant 1 minute a température
ambiante.

Ajouter 500 pl de buffer AW2. Centrifuger a 8 000 rpm (6 000g) pendant 1 minute a
température ambiante

Ajouter 500 pl de buffer AW2 et centrifuger a 14 000 rpm (20 000g) pendant 2
minutes a température ambiante.

Si la colonne n’est pas totalement propre (blanche), ajouter 500ul d’éthanol absolu
dans la colonne et centrifuger a 14 000 rpm (20 000g) pendant 2 minutes a
température ambiante.

Changer de tubes pour I’¢élution et ajouter 40 pl de buffer AE dans la colonne et
incuber 5 minutes a température ambiante. Ensuite, centrifuger a 8 000 rpm (6 000g)

pendant 10 minutes a température ambiante.



16- Ajouter a nouveau 30 pl du tampon d’élution AE dans la colonne, incuber 5 minutes a
température ambiante. Ensuite, centrifuger a 8 000 rpm (6 000g) pendant 10 minutes a

température ambiante.



Annexe 3 : Protocole détaillé de la purification d’ADN de V. mexicana selon GeneClean®
TurboKit

10-

11-

La quantité d’ADN a purifier est de 30ul. Mettre 30ul de la solution d’ADN dans un
tube de 2 ml et ajouter 5 fois le volume de GeneClean Turbo GNomic Salt Solution en
tapotant le tube.

Transférer 600 pl du mélange dans un tube avec une colonne.

Centrifuger a 9230 rpm (14 000 g) pendant 5 secondes, garder la colonne et jeter le
contenu du tube. Le tube est reutilisable.

Laver avec 500 pl de GeneClean Turbo Wash dans la colonne en centrifugeant a 9230
rpm (14 000 g) pendant 5 secondes. Garder la colonne et jeter le contenu du tube. Le
tube est réutilisable.

Si le filtre dans la colonne n’est pas propre (blanche), ajouter de 1’éthanol absolu et
centrifuger comme précédemment.

Centrifuger a vide pour éliminer le reste de solution de lavage a 9 230 rpm (14 000 g)
pendant 4 minutes.

Détacher la colonne et mettre dans de nouveaux tubes

Ajouter 20 pl de solution de GeneClean Turbo Elution dans la colonne, incuber
pendant 5 minutes a température ambiante.

Centrifuger a 9230 rpm (14 000 g) pendant 1 minute.

Ajouter 10 a 20 pl de solution de GeneClean Turbo Elution dans chaque tube en
fonction de la quantité de la solution d’ADN de départ. Incuber pendant 5 minutes a
température ambiante.

Centrifuger a 9 230 rpm (14 000 g) pendant 1 minute, jeter la colonne et garder le
contenu du tube qui est I’ADN purifié.



Annexe 4: Protocole détaillé de génotypage microsatellites d’ADN de V. mexicana

1-

Faire une electrophorése de vérification du succés de I’amplification PCR sur un gel
d’agarose a 2% afin d’estimer la dilution des produits PCR pour le génotypage. Plus
une bande est intense, plus I’amplification a réussi et plus le produit est dilué. Ainsi,
s’il n’y a pas de bande sur le gel, on ne dilue pas le produit PCR pour la suite des
manipulations.

Les plaques PCR, les tubes, les nappes et 1I’eau HPLC utilisés pendant les
manipulations sont stérilisées au four a UV.

Sur une plaque PCR de 96 puits, diluer les produits PCR en rajoutant la quantité
nécessaire a de I’eau HPLC (par exemple une dilution au 1/10°™ pour un volume final
de 30ul consiste a rajouter 3ul de produit PCR a 27ul d’eau).

Ensuite, laisser décongeler un tube de formamide sous la hotte a sorbone (I’ensemble
des manipulations se fait sous hotte a sorbone car le formamide est un agent
dénaturant de I’ADN et dangereux pour la santé) et une fois décongelé, sortir
également le tube de marqueur de taille ou « ladder » (Gene Scan- 500 Liz Size
Standard AB) du réfrigérateur (il va servir a avoir une échelle de taille en paires de
bases pour le génotypage) et le mettre sous la hotte.

Puis, préparer le mix formamide-ladder en mélangeant dans un tube de 2ml la quantité
nécessaire pour avoir 10,7ul de formamide + 0,3ul de ladder dans chacun des puits
d’une plaque PCR. Homogénéiser le mix au vortex.

Prélever 11 ul du mix formamide-ladder et le déposer dans chacun des puits ensuite
ajouter 1pl du produit PCR ou du produit PCR dilué. Faire en sorte de remplir tous les
puits vides dans un run par du mix formamide-ladder méme sans produit PCR a
analyser.

Une fois la plaque de génotypage préparer, la recouvrir de la nappe de couleur gris-
clair prévu pour les manipulations suivantes. Centrifuger la plaque de genotypage
pendant quelques secondes pour faire descendre tout le produit au fond du puit.
Dénaturer le contenu de la plaque de génotypage au thermocycleur pendant 5 minutes
a 95°C.

Une fois la denaturation terminée, placer la plaque dans un bac rempli de glace
pendant 5 minutes (le choc thermique va maintenir ’ADN en simple brin). Ensuite,
remplacer la nappe gris-clair avec la nappe gris-foncé pour avoir les guides pour les
capillaires.



10- Mettre la plaque de génotypage dans le support et fermer avec le couvercle prévu a cet
effet en respectant le sens approprié de la plaque dans le support.

11- Appuyer sur le bouton « tray » pour ramener le chariot du séquenceur, ouvrir la porte
du séquenceur et placer le boitier contenant la plaque sur la place indiquée.

12- Vérifier qu’il y a de I’eau de ringage, du tampon et que le bac a eau poubelle est bien
en place et refermer la porte de I’appareil.

13- Ouvrir le logiciel « AB applied biosystem 3130XL », importer le fichier de génotypage
qui servira a affecter les lectures aux individus correspondant, suivre les instructions
d’utilisation du sequenceur et lancer 1’analyse.

14- Une fois les lectures terminées, visualiser le résultat avec le logiciel GeneMapper

Annexe 5: Probabilité¢ postérieure moyenne de 1’appartenance des populations dans chacun

des 2 clusters avec un seuil de 90%.

Population Effectif Cluster 1 Cluster 2
BIRLO 1 0,959 0,041
CARBE 1 0,977 0,023
DESBO 4 0,496 0,504
DUPOR 1 0,977 0,023
HABIT 4 0,973 0,027
JULES 1 0,976 0,024
LEON 2 0,502 0,498
MAZEA 14 0,637 0,363
MOREA 13 0,099 0,901
RIVS 3 0,656 0,344

SOFAI 7 0,296 0,704







RESUME

Vanilla mexicana Mill (Orchidaceae) est une espece ancestrale de vanillier distribuée
en Amérique centrale. En Guadeloupe, 1’étude de V. mexicana vise, grace a des marqueurs
microsatellites (SSR), a évaluer les niveaux de diversité et de différenciation génétique des
populations ainsi que les conséquences des stratégies de reproduction de I’espéce sur la
diversité génétique et la structuration des populations. Pour ce faire 6 marqueurs
microsatellites développés chez V. humblotii et V. roscheri sont sélectionnés et utilisés pour
I’analyse de 133 individus (131 en Guadeloupe, 1 en Martinique et 1 au Mexique). Les
analyses ont été ensuite basées sur un jeu complet de données avec 51 individus et 3
marqueurs SSR (HUO03, HUO7, HUQ9). En Guadeloupe, V. mexicana a un régime de
reproduction autogame et est capable d’autopollinisation spontanée (taux de fruit set =
53,9%). Ce régime autogame explique le déficit en hétérozygotes au sein des populations
guadeloupéennes. Il est aussi une des principales causes de la différenciation génétique des
populations de la Guadeloupe. En incorporant les données géographiques aux analyses, un
pattern d’IBD faible mais significatif est révélé. Cependant, la distribution des populations en
2 grands clusters génétiques n’est pas liée a la localisation géographique. Cette structuration
pourrait étre expliquée par un phénoméne d’isolement par 1’écologie ou par plusieurs
événements de colonisation, ce qui reste a tester. Ainsi, le niveau de diversité des populations
de V. mexicana en Guadeloupe est évalué plus important au niveau inter populationnel qu’au
niveau intra populationnel (Fst=0,15; He=0,19). Néanmoins, les analyses effectuées sont
limitées par I’effectif des populations et le nombre de marqueurs microsatellites utilisés.
Ainsi, il est nécessaire de faire des études complémentaires pour confirmer nos résultats.

Par ailleurs, des mesures de conservation sont discutées d’un point de vue de la conservation
ex situ pour représenter la diversité des génotypes en Guadeloupe et in situ pour un
renforcement des populations a faibles effectifs.

Mots clés: autogamie, diversité genétique, Guadeloupe, microsatellites, Vanilla

mexicana.



ABSTRACT

Vanilla mexicana Mill (Orchidaceae) is an ancestral vanilla species distributed in
Central America. In the guadeloupean populations of V. mexicana, the study aims evaluate the
genetic diversity level and the genetic differentiation of the populations thank to microsatellite
markers. Another objective is also to study the reproductive strategy consequences on the
genetic diversity and structuration. The analyses in Guadeloupe Island were performed by
using 6 genetic microsatellite markers. A total of 131 samples were collected from 12 sites in
Guadeloupe. Two other samples coming from Martinique and Mexique completed our
analyses. Finally, a panel of 51 samples genotyped with 3 polymorphic loci (HU03, HUO7,
and HUQ9) were retained for genetic analyses. In Guadeloupe, measures of reproductive
biology indicate a high fruit set (53, 9%) and suggest that V. mexicana is able to self-pollinate
and autogamous. The autogamy explains heterozygote deficit in guadeloupean populations
and significant genetic differentiation among populations. Taking into account the
geographical distribution of genotypes, a low isolation-by-distance pattern is revealed.
However, the 2 genetic clusters at the scale of Guadeloupe are not related to the population
distribution. Other factors, like isolation-by-ecology or colonisation events could explain this
population structure. In Guadeloupe, genetic diversity of V. mexicana were higher among
population than within population (Fst=0, 15; He=0, 19). Nonetheless, analyses are limited by
low effectives of population and by low number of polymorphic microsatellites available. So
complementary analyses are needed to confirm our results. Conservation guidelines are also
discussed to protect V. mexicana in Guadeloupe with ex situ collections of representative
genotypes of Guadeloupe and in situ reinforcement of small populations.

Key words: autogamy, genetic diversity, Guadeloupe, microsatellites, Vanilla mexicana.



