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fertilization group: GO=less than 0.02 seed pewdo(light grey triangles);
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per capitulum, number of seeds per flower, numlbemdertilized flowers,
number of aborted seeds and flower volume).Thekltacles represent the
barycentres of every F group; the dark grey diarscareé the families with
F=0.5 ; the grey squares represent the familiek wit0.75 and the light
grey triangles are the families with F=0.
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(AGEm).

Figure C-4 : Evolution de la proportion d’akenes germeés (AGHetmants
(AD), de la proportion d’akénes pleins (AP) et naables (ANV) en
fonction du temps d’enfouissement des semencegrfips est exprimé en
mois), pour a) la population récoltée b) la popakamultipliée. Une courbe
de la moyenne mobile est tracée pour les deux ptpos pour la
proportion d'akénes germés (AG) et la proportiomkéhes dormants
(AD+GP).

Figure C-5 : Evolution de la capacité de survie ((AG+AD+AP)/
(AG+AD+AP+ANV)) en fonction du mois de déterremelgs akenes pour
les deux populations : récoltées et multipliées.

Figure C-6 : Evolution de la capacité de survie des akénes ishis
multiplication contrélée en fonction du temps d@amtsement (en nombre
de mois). Le modele non linéaire (Y=A/(1+(x/B)"Q)yi prédit le mieux
I’évolution de la survie des akénes multipliés @éstné ainsi que la valeur
du coefficient de Pearson ajustée correspondante.
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Figure C-7 : Evolution de la capacité de survie des akenes wsympulation
récoltée en fonction du temps d’enfouissement (@mbre de mois). Le
modéle non linéaire (Y=A/(1+(x/B)C)) qui prédit teieux I'évolution de
la survie des akenes récoltés est donné ainsiagualéur du coefficient de
Pearson ajustée correspondante.

Figure D-1 : Plan de I'expérimentation pour une culture (blénooutarde).
Celle-ci est séparée en quatre blocs, eux-mémesddien quatre sous-blocs
suivant le compartiment étudié (bordure herbaceterface, fourriere et
plein champ). A lintérieur des sous-blocs, desubte sont semés sur 15
points (signalés par une croix). Sur un point dmisda présence d'un
individu d’'une cohorte de printemps ou d’automné es évenement
aléatoire.

Figure D-2 : Nombre de feuilles des bleuets en fonction de ta da mesure
(1:10/03, 2 :16/04, 3 : 23/04 et 4 : 29/04),compartiment (BH : bordure
herbacée, | : interface, F : fourriére et PC :rplehamp) et de la cohorte
(automne ou printemps) dans une culture de bléestede comparaison est
une ANOVA suivie d’'une comparaison multiple par rpade Tuckey,
significativité aa<0.05.

Figure D-3 : Surface de la rosette des bleuets en fonction datlade mesure
(1:10/03, 2:16/04, 3: 23/04 et 4 : 29/04),compartiment (BH : bordure
herbaceée, | : interface, F : fourriére et PC :rplehamp) et de la cohorte
(automne ou printemps) dans une culture de bléestede comparaison est
une ANOVA suivie d’'une comparaison multiple par rpade Tuckey,
significativité an<0.05.

Figure D-4 : Nombre de feuilles des bleuets en fonction de ta da mesure
(1:10/03, 2:16/04, 3:23/04 et 4 : 29/04),compartiment (BH : bordure
herbacée, |: interface, F : fourriére et PC :rplehamp) et de la cohorte
(automne ou printemps) dans une culture de moutakde test de
comparaison est une ANOVA suivie d’'une comparaiswitiple par paire
de Tuckey, significativité a<0.05.

Figure D-5 : Surface de la rosette des bleuets en fonction datlade mesure
(1:10/03, 2 :16/04, 3 : 23/04 et 4 : 29/04),compartiment (BH : bordure
herbacée, | : interface, F : fourriére et PC :rplehamp) et de la cohorte
(automne ou printemps) dans une culture de moutakde test de
comparaison est une ANOVA suivie d’'une comparaiswitiple par paire
de Tuckey, significativité a<0.05.

Figure D-6 : Rapport entre la biomasse et la hauteur des plamesemaine
avant la moisson de la culture, en fonction deultuce (moutarde et blé),
du compartiment : interface (1), fourriére (F) éeip champ (PC)) et de la
cohorte (automne et printemps). Le nombre de pdamtesurées est donné
sous les histogrammes. Le test de comparaison nestADNOVA suivie
d’'une comparaison multiple par paire de Tuckeificativité aa<0,05.

p85

p95

p100

p100

p101

pl02

p103



Figure D-7 : Nombre de jours séparant la levée et la floraisorbléuet en
fonction de la sous-parcelle (bordure herbacée (Bt#®rface (l), fourriere
(F) et plein champ (PC)), de la cohorte de levéebldwet (automne ou
printemps) et de la culture en place (blé ou maadar_e nombre de plantes
mesurées est donné sous les histogrammes. Leetesintparaison est une
ANOVA suivie d'une comparaison multiple par pairee dluckey,
significativité an<0,05.

Figure D-9 : Nombre total de capitules par bleuet une semairantaila
moisson en fonction du compartiment (interface f@yrriere (F) et plein
champ (PC)), de la cohorte de levée du bleuet if@utoou printemps) et de
la culture (blé et moutarde) en place dans la jlardees nombre de plantes
mesurées est donné sous les histogrammes. Leetesingparaison est une
ANOVA suivie d'une comparaison multiple par pairee dluckey,
significativité an<0,05.

Figure D-9 : Proportion de capitules a) en fleurs et b) graimés semaine
avant la moisson en fonction du milieu (interfabe fourriere (F) et plein
champ (PC)), de la cohorte de levée du bleuet if@utoou printemps) et de
la culture (blé et moutarde) en place dans la jlardees nombre de plantes
mesurées est donné sous les histogrammes. Leetesimparaison est une
ANOVA suivie d’'une comparaison multiple par pairee dlTuckey,
significativité an<0,05.

Figure D-10 : Nombre d’akenes produits par fleur (hnombre d’akemesiuits
sur le nombre total de fleurs par capitule) en fiomcdu milieu (bordure
herbacée (BH), interface (I), fourriere (F) et plahamp (PC)), de la
cohorte de levée du bleuet (automne ou printemipge éa culture. Le test
de comparaison est une ANOVA suivie d’'une comparaiswltiple par
paire de Tuckey, significativité#<0,05.

Figure D-11 : Analyse en composante principale (ACP) montranindsidus
issus des cohortes d’automne (sans les cohortgsitemps) en fonction
du compartiment (BH : bordure herbacée, | : intefd- : fourriere et PC :
plein champ) et de la culture en place (blé ou mol&) suivant une
corrélation de Pearson entre les différentes valdartraits (le nombre total
de capitules (CapTot), le nombre de jours sépdealdvée de la floraison
(JrFlo), le rapport entre la biomasse et le poats des plantes (Pd/Ht), le
nombre de total de fleurs par capitule (NdFITot)aeproportion d’akénes
par fleur (PropAk) des plantes). Une ANOVA suivierdtest de Tuckey
sur I'axe F1 en fonction du type de culture et dmpartiment ou se situe la
plante ont été fait (F=26,9 ; p<0,001).

Figure DII-5: Cumulative fitness according to the inbreeding ftoeht (F).
The formula used is Wc = seed weightggrmination rate X juvenile
survival x the plant height x the rate of seedffmver. The test used was a
Kruskal-Wallis test, significant at<0.05. pl42
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Figure DII-6: Principal Component Analysis (PCA) using the catieh of
Pearson between the characters measured (seedt (&tyvg), height of
plants (PIHg), dry weight of plants (WgD), numbédraapitula per plant
(NbCap), total number of flowers per capitulum (NbFates of unfertilized
flowers (NbUnNFI), of seeds produced (NbSd), thevéiovolume (FIVI) and
of aborted seeds per flower (NbSdAb)). The bluendiads represent the
plants with F=0; the green circles are the planith Ww=0.5 and the red
triangles represent the plants with F=0.75.

Figure DII-7: Level of observed heterozygosity per microarrayXNomber
of heterozygous / Number total of observation) adicg to the coefficient
of inbreeding. For each inbreeding coefficient,ehnetygosity value for the
ten microarrays was showed. Pearson correlatiamgt@mn: y=-0.24x+0.28;
R2=0.24.

CHAPITRE 1l

Figure B-1 : Localisation des populations échantillonnées darxone atelier
de Fénay en 2008 et/ou 2009 (délimitation de laziglier indiquée par un
trait noir) et aux alentours en 2009: ChOFe (Domoligvc (Longvic),
CbaSp (Corcelles-les-Monts) et FsO (Fleurey-surk@lc

Figure B-2 : Localisation des populations échantillonnées €d8Zur la zone
atelier de Fénay. En blanc, les interfaces préeviéa zone 1 est indiquée
par un rond noir, la zone 2 par un jaune et la Zopar un rond rouge.

Figure B-3 : Localisation des populations échantillonnées €0DXur la zone
atelier de Fénay, en blanc, les zones prélevéesoha 1 est indiquée par un
rond noir, la zone 2 par un jaune, la 3 par un eoefgla zone 4 par un rond
orange.

Figure B-4 : Relation entre le coefficient de Loiselle (app#eement) et a) la
distance entre les individus des quatre zones derla atelier de Fénay et
les individus alentours (ChOFe et CbaSp) et b) igtadce entre les
individus des quatre zones de la zone atelier day:é

Figure B-5: Résultat de I'approche bayésienne de regrouperaeet a)
I'identification de la valeur de K la plus vraiselalble suivant la méthode
du Delta K en fonction du nombre possible de pdpmria et b)
I'assignement des individus suivant leur localmatgéographique pour un
nombre de sous-population K=5. Chaque couleur septé une population
génétique, les lignes verticales représentennidisidus. Une plante définie
par plusieurs couleurs, est considérée comme algntancétres issus de
plusieurs populations génétiques. La parcelle ebte géographique ou la
plante est localisée est précisée au -dessushetsage la figure.

Figure B-6: Résultats de I'approche par une analyse discriménaen
composante principale avec a) l'inférence du nonderelusters génétiques
pour les données simulées en fonction de la valewritére d’information
bayésien (BIC), b) le diagramme de dispersion &sdeux premiers axes
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expliguant le plus la variance des données simulsss quatre clusters
génétiques identifiés sont représentés) et c)itjaement des individus
suivant leur localisation géographique pour un n@an® sous-populations
K=4. Chaque couleur représente une population grrest les lignes
verticales représentent les individus. Une planédinge par plusieurs
couleurs, est considérée comme ayant des ancé&ses ide plusieurs
populations génétiques. La parcelle et la zone rg@bggue ou la plante est
localisée est précisée au-dessus et au bas dgita.fi
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Figure A-1: Carte de la zone d’étude du CNRS de Chizé (Pdoarentes)
et de 'INRA de Fénay (Bourgogne). Les parcelldsaétillonnées en 2008
(Chizé) et 2009 (Chizé et Fénay) sont annotéeszbases identifiées avec
des populations de bleuets sont entourées.

Figure B-1 : Position des quadrats du relevé de la flore.

Figure B-2: Diversité floristique (Indice de Shannon) en fametde la
présence/absence du bleuet en 2009 dans la condaufénay.

Figure B-3: Diversité floristique (Indice de Shannon) en fiomctde la
présence/absence du bleuet pour les especes nesslaas la zone atelier
de Fénay.

Figure C-1: Map of the study site in the Poitou-Charentesarghowing
locations of study fields in 2008 and 2009. Symbioldicate the areas
containing a population dfentaurea cyanugircle) and the control fields
in 2008 (point) and 2009 (triangle).

Figure C-2: Map of the FOY area, including local roads (arrqvisg¢ central
field (P32) and the adjacent fields. The sampliocations of field edges
(generally at the opposite side with respect toce@ral field) are indicated
as dark ellipses.

Figure C-3: Spatial distribution of: a) weed species richness Lfa Foye-
Monjault (FOY) area in 2008 and 2009; the darker dnawing, the higher
the species richness; b) the corresponding errpr, tha darker the drawing,
the higher the estimate of the error.

Figure C-4: Shannon-Weaver diversity index for all species plegkin inner
field according to: a) the study areas comparethéocontrol fields; b) the
actual presence/absence@éntaurea cyanusThe box represents the 25
and 7%' quartiles, the median corresponds to the bolddime the whiskers
show the minimal and the maximal values excepierstfigured by circles.
The test used was a Mann-Whitney test for a) akduakal-Wallis test for
b), significant atx<0.05.

Figure C-5: Shannon-Weaver diversity index based on the seggities
observed in inner field according to: a) the stalgas compared to the
control fields; b) the presence/absenc€ehtaurea cyanusompared to the
control fields. The box represents the"2and 78" quartiles, the median
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corresponds to the bold line and the whiskers sti@vminimal and the

maximal values except outliers figured by circléfie test used was a
Mann-Whitney test for a) and a Kruskal-Wallis tést b), significant at

a<0.05. pl71
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INTRODUCTION









CONTEXTE

Actuellement, le monde subit une érosion de sa&rdité biologique a un niveau
encore jamais atteint (Wilson, 2000 ; Novacek &l&hd, 2001). Les principales causes de ce
déclin sont dues aux pressions anthropiques séckesystémes (Vitousek et al., 1997). Avec
les changements environnementaux (climats) subislaglanete, il est prédit que la
décroissance de la diversité biologique va encaczélérer (Brook et al., 2008; Stork, 2010).
Actuellement, les espéces sont identifietes commean&es une fois qu’elles sont rares
(Gaston, 1994). Il est donc indispensable d’idesrtifes espéces qui peuvent devenir « a
risque » si I'on veut stopper cette érosion deidailersité (Sodhi & Ehrlich, 2010). Afin de
préserver la diversité spécifique ainsi que lections des écosystémes, il est nécessaire de
rassembler des informations sur la répartitionefgeces et les niveaux de biodiversité dans
la mosaique paysagere que représente la planeten(RiLawton, 1998). L’agroécosysteme,
creé il y a 10 000 ans, est un milieu artificiales@ constante évolution grace au progres
technique. Il est caractérisé par une faune efflore qui se sont spécialisées a cet habitat et
aux pressions humaines liées a lagriculture. Cedpet; depuis les années 1950,
'agroécosysteme a subi de profondes modificatsumsun laps de temps trés court ne laissant
pas le temps aux spécialistes de s’adapter a casgeiments et provoquant, ainsi, leurs
déclins (Robinson & Sutherlan@002). Les adventices des cultures représentegitolepe
pour lequel la pression est la plus forte a cawse rdoyens mis en ceuvre pour réduire
limpact gu’elles peuvent avoir sur la productividé la culture. Parmi ces adventices se
trouvent les espéces messicoles (commensales desomg) dont certaines sont en voie de
raréfaction. Le bleueQentaurea cyanuk.), une messicole considérée comme emblématique
en France, est actuellement en déclin dans I'ale$Europe (Sutcliffe & Kay, 2000). Cette
espece n'est présente naturellement que dans ¢egsgsteme. Elle représente un intérét
esthétique pour les francgais, tout comme le cocoiglavec ses fleurs bleues qui dépassent de
la culture. Le bleuet symbolise la flore des charmapsa couleur bleue, celle du drapeau
francais (le blanc est représenté par la marguetitéa matricaire, et le rouge par le
coquelicot). C. cyanus est aussi intéressante pour les écologistes ses services
ecosystémiques potentiels. En effet ; il est urssaerce importante pour les pollinisateurs
(Perju & Moldovan, 1991) et les arthropodes comrag &phides Syrphidae (Weiss &
Stettmer, 1991) et les Anthocoridae (Fitzgerald @o8ion, 2004), prédateurs des ravageurs
des cultures. Le fait que le bleuet soit d’'intéeéthétique et culturel et qu’il contribue a la

préservation des fonctions de [I'écosysteme (Stor€eyWestbury, 2007) justifie la



conservation de cette espéce. Par aillélirgyanugourrait servir d’espece parapluie (Barua,
2011) car, en la préservant, il est probable q@nsemble d’autres espéces spécialistes en
voie de raréfaction dans I'agroécosystéme soitiqueségé. En outre, il est déja considéré,
par un certain nombre d’associations naturalismsnme un indicateur de diversité
biologique dans les champs. Ainsi, afin de préserges espéces spécialistes de
'agroécosystéme, il est nécessaire, dans un prdaerigs de mieux comprendre les facteurs
environnementaux, biologiques et génétiques quipsatoqué le déclin de ces espeéces.
Ensuite, il est important de faire un état desXiele la diversité biologique dans les
agroécosystéemes afin de déterminer des zones r@iméur la conservation. C’est ce que
nous nous proposons de présenter dans ce mémaies ap apercu de la littérature
disponible.



APPERCU DES CONNAISSANCES SUR LE SUJET

1) L’agroécosystéme : un milieu artificialisé et fortenent perturbé

L’agroécosystéme a été créé par I'homme il y ad@&nhs au moment de la révolution
du Néolithique. Il est depuis en constante évotugchce aux progrées techniques. Cet habitat,
fortement artificialisé, est actuellement majorgaient contrélé par ’lhomme. Il est composé
d’'une mosaique de parcelles ayant pour particalaf@&tre dominée par une espece cultivée.
Sachant que la trajectoire des communautés eseimdée par 'hnomme (Booth & Swanton,
2002), le type et la fréquence des perturbatiorstiues culturales) dans I'agroécosysteme
détermineront donc les communautés veégeétales pesselRar exemple, la date de semis
contribue fortement a fixer le type de flore présgjautomnale ou printaniere) (Gunton et al.,
2011). La culture, quant a elle, détermine la dstdermeture du couvert et donc la quantité
de lumiere disponible au sol (Hallgren et al., D9®@%puis les années 1950, des changements
importants dans les pratiques agricoles ont eu. lies agroécosystemes anciennement
organisés en mosaique de petites parcelles orer@Embres et sont maintenant composés de
parcelles de plus grandes tailles entrainant unendiion des espaces hors champs. Une
augmentation d’apport d’intrants (fertilisants, lhieldes) a aussi eu lieu (Agreste, 2001 ;
Gasquez, 2005). L'intensification des pratiquescadgs a provoqué la raréfaction d’'un grand
nombre d’especes spécialisées des agroecosyst®obmgon & Sutherland, 2002). Parmi
ces especes, on trouve des oiseaux (Donald &086), des pollinisateurs (Biesmeijer et al.,
2006), des insectes (Benton et al., 2002) et desndides (Fried et al., 2008). Ce déclin des
especes specialistes risque d’entrainer de profomaelifications des réseaux trophiques de
'agroécosysteme (Dornelas et al., 2009).

Il est possible de découper I'agroécosysteme esiquits habitats, en fonction de son
niveau de perturbation. Greaves & Marshall (198@&jinissent ainsi 4 compartiments dans le
paysage agricole :

- La zone centrale de la parcelle cultiveepbein champ (PC) : c’est le plus perturbé
des compartiments par les pratiques culturales.

- Le bord de champ otourriere (F): elle est aussi fortement perturbée avec un
tassement du sol supplémentaire, des soins irgggut souvent un peuplement

cultivé hétérogene.



- L'interface (I) de la parcelle qui se situe entre la dernraregée de la culture et la
limite extérieure de la parcelle. C’est une zondrdasition avec travail du sol mais
non semée et pas ou peu désherbée.

- Les zones hors champs bardure des champs telles queldardure herbacée(BH),

les fossés, ...

2) Concepts liés a la distribution des especes danlaysage

Traditionnellement, I'objectif de I'écologie des mdations était de déterminer les
mécanismes de régulation et de persistance pourpapelation locale sans prendre en
compte les possibles interactions avec une autpeillgoon (Turchin, 2003). Depuis une
vingtaine d’année, I'étude de I'écologie spatidleela biologie des métapopulations a pris le
pas sur I'étude des interactions au sein d'une lptipn locale (Hanski, 1999). Avec la
fragmentation de nombreuses espéeces animales @alesy I'importance de la structuration
spatiale des populations sur leur persistance wat deexistence a pris de plus en plus
d’'importance (Koizumi, 2011).

2.1 Ecologie du paysage et des communautes : tiéfisi

L’écologie du paysage étudie la dynamique des camaomés suivant différentes
échelles spatiales du paysage et considére I'é@msgscomme une matrice d’éléments
agenceés dans lI'espace de fagcon non aléatoire (3al@B9). La structure de chaque fraction
du paysage et les processus sous-jacents sonésuvant leurs histoires, c’est-a-dire, la
part suscitée par I'évolution naturelle et celleeda I'impact de 'homme tels que les
perturbations a 'origine de I'hétérogénéité denlatrice d’éléments ou les flux d’individus et
de génes entre les différents milieux. Cette dis@gpermet de raisonner a plusieurs échelles
paysageres, allant du compartiment de la parcgtiede (interface, fourriere et plein champ)
a l'agroécosysteme, en passant par la parcell@déte(Fried et al., 2007) ; chaque niveau
hiérarchique est hétérogéne et posséde son pragirenpd’organisation. L'écologie du
paysage prend donc en compte I'évolution des corantés au niveau spatio-temporel.

L’ensemble d’espéces qui a un moment donné datenips et 'espace forme une
association structurale et/ou fonctionnelle estsia@ppelé communauté (Morin, 1999).
L’écologie des communautés a pour objectif d’exigles régles d’assemblages des especes
ou facteurs conduisant a une structuration de ranmonauté (Weiher & Keddy, 1999). Dans

le cas de I'étude de la lagune Ebrié, un écosysteopécal saumatre peu profond, il a été



montré que la principale regle d’assemblage desraamautés lagunaires était dépendante du

degré d’instabilité physique (hydrodynamique etrogtiimique) du milieu (Guiral, 1992).
2.2 Concepts liés a la distribution des especes dapaysage

Plusieurs théories existent pour expliquer la rijpam des especes dans le paysage,
dont :

- La niche écologique(Hutchinson, 1957) définie comme étant « un hypleime ou
chaque dimension représente une condition enviroentale favorable a une
espéece ». Elle représente la place de l'individuladpopulation ou de I'espéce dans
un écosysteme ainsi que I'ensemble des facteuess@ices a sa réeussite. Deux types
de niches peuvent ainsi étre distinguées, celle fdihdamentale qui associe
'ensemble des conditions nécessaires a la réudsitéespéce et la nichetalisée
analogue a la niche fondamentale, que I'espece @etuper lorsqu’aucun milieu
completement favorable n’est disponible. L’habitat niche représente une
composante temporelle qui peut varier dans le teatpdevenir défavorable, par
exemple, au gré des saisons.

- Les métapopulations (Levins, 1969) ajoutent une notion d’extinction de
recolonisation des habitats. Une métapopulation estnposée de plusieurs
populations d’'une méme espéce qui interagissesurdtséparées spatialement par des
environnements défavorables. Les milieux ou sevenules populations sont appelés
patchs d’habitat et peuvent étre plus ou moinsribes a I'espéce. Deux types de
patchs peuvent étre distingués, les habitaiarces favorables, dont le taux de
croissance sera supérieur a 1. Le deuxiéme typbitdt est nomme@uits en partie
défavorable, dont le taux de croissance est infédel. Généralement, ce type de
patch est maintenu grace aux migrants issus detatsabources. Si aucun immigrant
n'arrive dans un milieguits la population s’éteindra et pourra étre recolaiplus
tard.

Les particularités biologiques des especes, lewokions et leurs capacités d’adaptation
aux contraintes d’'un milieu sont aussi a prendrecempte afin de mieux comprendre la
répartition des niches dans le paysage. Deux tyjespeces peuvent ainsi étre définis :

- Les especes géneéralistes ou ubiquistemt la particularité d’avoir une niche

écologique large (Hutchinson, 1957). Dans une mgogaijpaysagere, ces especes
seront présentes dans plusieurs habitats. Les igtéquont généralement une forte



3)

capacité d’adaptation aux contraintes de I'enviesnent, les espéces envahissantes en
sont de bons exemples.

Les espéces spécialisteen opposition aux généralistes, ont une nichdogimpue
étroite (Hutchinson, 1957). Une espéce devientspazialiste lorsqu’elle n’est plus
adaptée qu’a un spectre restreint d’environnem@uhick et al., 2003; Devictor et
al., 2010). Dans une mosaique paysagere, ellesroatsalors présentes que dans un
nombre limité d’habitats. La spécialiste aura udassite accrue dans les habitats ou
elle est adaptée et une performance supposée ghie dans les autres milieux
(Kassen, 2002). La spécialisation peut étre défisigvant plusieurs niveaux
d’organisation tels que le niveau inter-spécifigspécialisation d’une espéce au sein
d’'une communauté) ou intra-spécifiqgue (spécialisatd’individus au sein d'une

population) (Poisot et al., 2011).

Mesure de la diversité biologique
3.1 Comment mesurer la diversité biologique

La diversité biologique correspond a la sommededada toutes les variations biotiques

de I'échelle du gene a celle de I'écosysteme (Bu&iHector, 2000). Il existe plusieurs

procédés pour mesurer cette diversité :

La richesse spécifiguepu nombre d’espéces, représente la notion laiptugtive et

la plus communément utilisée pour mesurer la ditéerbiologique. Dans une
perspective évolutive ou biologique, I'espéce estiVeau le plus intéressant. En effet,
une espéce possede, en générale, ses proprescgegasentrainent des trajectoires
évolutives uniques pour chaque espece. La richsp8eifique, avec la présence
d’especes rares, est actuellement le critére le pii¢ pour la sélection de sites a
conserver (Prendergast et al., 1993). Par ailldéchelle a laquelle la mesure de la
richesse spécifique est effectuée est importanteni&eau global, le nhombre total
d’espéces est estimé a 14 millions. A I'échelle dggons, le nombre de populations
ainsi que les espéeces représentées vont difféteniviau de la population, le nombre
de génes est limité et va évoluer indépendammefdrenion des flux de génes, de la
dérive et des mutations. Chaque population applamne sa propre richesse génétique.
Le nombre de populations génétiques global esméstntre 1,1 et 6,6 milliards
(Purvis & Hector, 2000), il est donc important denqmre en compte la diversité

géneétique pour mesurer la diversité biologique.



Lesindices de diversité: ces mesures représentent I'avantage de prendrerepte,

en plus de la richesse spécifique, I'abondance kmerou densité d’'individus d’'une
espéece). Magurran (2004) définit d’ailleurs la ledsité comme étant I'ensemble
« des variétés et des abondances des espéeces daunsitind’étude définie. Il existe

un grand nombre de méthodes pour calculer la diediindice de Margalef, moyenne
arithmétiqgue de l'indice d’abondance relatif, mayengéométrique de lindice
d’abondance relatif,... décrites par Buckland et24l05). Seules les méthodes du
calcul de la densité totale et des indices de Simmt de Shannon-Weaver seront
détaillées (Buckland et al. 2005). ldensité totaleest une mesure exhaustive de
'abondance qui ne prend pas en compte l'identt® espéces favorisant ainsi celles
gui sont dominantes. L’équitabilité et la présed@speces rares ne sont pas prises en
compte dans ce calcul. ihdice de Simpsgnaussi appelé indice de dominance,
considére le nombre d’especes, leur abondance quesi’équitabilité. Cet indice est
peu sensible a la richesse spécifique, les espamEs (peu abondantes) ont donc peu
de poids dans le calcul ; d’ou son nom d’indiceddeninance. A noter que lorsque
'ensemble des espéces mesurées décline a la miémssey la valeur de l'indice de
Simpson ne change pas.irdice de Shannon-Weavelonne plus de poids a la
richesse spécifique qu’a I'abondance des espearésence d’especes rares est
donc favorisée avec cet indice. Le principal biigis I'indice de Shannon-Weaver est
gu’il est peu sensible au changement de distribatlgées a 'abondance des especes
(May, 1975).

Les indices de Simpson et de Shannon-Weaver ont gonr avantage de tenir

compte a la fois de la notion de richesse spédfigiud’abondance des espéeces. Ces indices
donnent, par ailleurs, des résultats équivalentsgie les communautés étudiées suivent
approximativement les mémes distributions d’abondamour les espéces (Buckland et al.,
2005). Le but de I'étude sera donc le principaéce a prendre en compte pour le choix de
indice de diversité. Dans des travaux ou l'objfesbus-jacent est la conservation des
especes, la présence d’especes rares est prineofdais ce cas, I'indice de Shannon-Weaver

peut s’aveérer le plus approprié pour I'étude.

Le principal probléme lié a cette mesure de l&diNé biologique est la lourdeur liée

aux expérimentations. En effet, 'abondance desaspn’est pas toujours simple a mesurer
et il est souvent nécessaire de faire un compraddns. approche proposée par Buckland et

al., (2005) afin d’éviter les inconvénients liédaarichesse spécifique et a la mesure de
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l'abondance est de noter les especes suivant leésempce/absence dans le quadrat.
L’ensemble des quadrats donnera un indice d’ocaupate I'espece et pourra étre pris en
compte comme son abondance. Suivant ce que I'onmesurer, il est donc important de
bien définir au préalable l'unité d’échantillonnagélisée car la richesse spécifique et

'abondance vont dépendre de la taille de I'échlantmesuré (Buckland et al., 2005).

Finalement, une mesure exacte de la biodiversiéme sur une petite surface, est trop
complexe pour étre quantifiée correctement. Unéhat& plus simple doit donc étre utilisée

pour estimer la diversité biologique, telle quedaactérisation d’indicateur de diversite.
3.2 Les indicateurs de diversité biologique

Les indicateurs de biodiversité doivent permetiree évaluation de la diversité
biologique ainsi que de ses changements (Duelli&igD 2003). Trouver un indicateur de
'ensemble de la diversité biologique qui seraihssele a toutes les modifications est
impossible. Plusieurs criteres sont nécessaires lgowhoix d’'un indicateur (Pocock &
Jennings, 2008) ; il doit étre :

- Sensible aux changements.
- Simple a mesurer.
- Spécifique en quantifiant clairement la variableesurer.

- Invariant dans le temps et I'espace.

La mesure de la diversité biologique, au-dela dte fan état des lieux de la biodiversité,
peut permettre I'identification de zones d’intgpéur la conservation duotspot Ces « points
chauds » sont généralement des lieux composésnpaattimoine naturel exceptionnel avec
une importante diversité biologique. Ces zones @etaussi étre d’intérét communautaire,

i.e., composées d'especes dites d'intéréts (espedésninues, rares, emblématiques,...).

Finalement, il existe une multitude de diversitéslidgiques liées, entre autre, a
I'échelle de travail (écosystemes, especes, geaasaux traits des espéces (fonctionnels de
réponse ou de service, et structuraux), ... La figumeontre la complexité liée a la mesure de
la diversité biologique en tentant de résumer deiéna non exhaustive les différentes

composantes de la diversité biologique et les qusagui s’y attachent.
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Figure 1: Différentes composantes de la biodiversité @ats, additionnelles ou
alternatives) ainsi que les concepts utilisés péfinir la diversité biologique (Duelli &
Obrist, 2003).

4) Facteurs environnementaux, biologiques et génétiqadies au déclin d’une espéce
4.1 Les facteurs environnementaux

Thomas et al. (2004) estiment que plus d’'un millibespeces pourraient disparaitre
d’ici 2050, essentiellement a cause des changemdmtsmtiques. Les autres facteurs
généralement cités pour expliquer la raréfaction l@xtinction d'une espéce sont
principalement des causes anthropiques (Vitousedd.et1997) tels que I'urbanisation qui
détruit et entraine une fragmentation des habéiates populations (Lindenmayer, 2009) ou
encore une altération des interactions trophigredation proies/prédateurs, apparition d’une
espeéce envahissante,...) (Lindenmayer, 2011). Un dgranmbre d’autres facteurs
environnementaux ou anthropiques, peuvent avoimyact sur la raréfaction d’'une espece
comme l'agriculture, la déforestation ou les éclanigternationaux (Figure 2, en vert). Les
conséguences peuvent étre, par exemple, une naidificde I'habitat ou I'apparition

d’especes invasives (Figure 2, en rouge) qui progcjt la raréfaction ou I'extinction d’une
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espece. Généralement, les facteurs environnemestaixdépendants de I'espece et de ses

caractéristiques (distribution spatio-temporelkiables biologiques et/ou génétique).

Augmentation de |la population humaine et de la consommation
- ACTIVITES HUMAINES

CAUSES
Agriculture
Urbanisation - -
Déforestation Echanges internationaux
Construction de routes
Péche

S

Dégradation, fragmentation,

i Introduction d’espéces
pollution ou pertes des

habitats

CONSEQUENCES \

-> Dégradation des écosystémes

invasives et de maladies

-> Erosion de la diversité génétique et du potentiel évolutif des espéces
-> Déclin de la diversité biologique

- Extinction d'espéces et de communautés

Figure 2: Principales causes anthropiques (en vert) & leonséquences (en rouge) sur les
habitats ou sur les espéces (d’apres Isik, 2011).

4.2 Les facteurs biologiques

D’aprés Primack (2006), les especes susceptibitsedbu de devenir vulnérables a
I'extinction possedent au moins une des caradiguiss suivantes :
- L'espéce a une distribution géographique limitée ;
- L'espéce a un nombre limité de populations ;
- Lataille des populations est soit petite soitramtde décliner ;
- L'espéece a une faible capacité de reproductioneodisbersion ;

- L’espece est une spécialiste.

D’autres facteurs peuvent s’ajouter et dépenderitedpéce étudiée. Chez les végétaux,
plusieurs étapes du cycle de vie peuvent s’avéraropdiales. La persistance des semences
dans le sol, par exemple, est un facteur biologimogortant qui peut influencer sur le
maintien ou non de I'espece dans le temps (Kolbi€mMann, 2005). La capacité de levée et
d’installation des plantes pourra déterminer sasi@ dans un écosystéme et la reproduction

aidera a caractériser les facultés de dispersidiesigece dans I'espace.
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4.3 Les facteurs génétiques

La perte de diversité semble étre le critere ggunétile plus souvent cité pour
expliquer la raréfaction ou I'extinction d’'une espe Le déclin de la diversité génétique
augmente I'homozygotie et peut entrainer des psoisedéléteres tels que la dépression de
consanguinité (Charlesworth & Charlesworth, 19T®)¢chute du potentiel évolutif ou de la
capacité d’'adaptation aux modifications de I'enmivement (Frankham, 2005). Les
populations de petites tailles sont moins varialeteslonc plus rapidement affectées par la
perte de diversité génétique (Lande, 1988 ; Grobah ,€2006).

Les analyses génétiques aident a déterminer spdesilations d’'une espece sont
structurées et a détecter la présence de flux desg&es éléments permettent de définir si
une population est isolée et donc si les risquextidiction sont élevés. Par contre, ces
analyses ne peuvent pas donner des informatiora siynamique des populations telles que
les fluctuations annuelles d’abondance ou le taencmbissance qui sont d’intérét pour les

écologistes et les biologistes de la conservat@iz(imi, 2011).

Afin de comprendre les facteurs ayant entrain@rdéfaction d’'une espece, il est donc
nécessaire d'étudier les causes environnementagdsgiques et génétiques qui pourront, par
ailleurs, aider a sélectionner les zones géograpkigprioritaires pour la conservation

(Segarra-Moragues & Catalan, 2010).

5) Les especes adventices

Les adventices sont définis comme I'ensemble diota spontanée présente dans les
habitats artificialisés (Godinho, 1984). Dans les ckes agroécosystéemes, la totalité de la
végétation présente, a I'exception de la culturaése sera considérée comme adventice.
Deux groupes peuvent étre définis, les archéoplettéss néophytes. Les archéophytes ont
éte importées en France avec les semences d’espéditieses avant I'année 1500. Cette
introduction a démarré des le début de I'agriceltue., au Néolithique avec l'arrivégja le
Proche-Orient, des premiéres céréales en Franseesp@ces, maintenant naturalisées, sont
considérées par les botanistes comme faisant padetie flore francaise (Jauzein, 2001).
Parmi les archéophytes, certaines sont des ubégutstmmunes3alium aparinel., Sinapis
albaL.) alors que d’autres ne sont présentes que ldgrarcelle cultivée et sont actuellement
en voie de raréfaction. C'est le cas par exemmdRahunculus arvensis., Scandix pectin-
veneris L. et Centaurea cyanud.. qui ont fortement décliné dans l'ouest de I'&ue

(Sutcliffe & Kay, 2000). Les néophytes, quant &sllsont arrivées aprés la découverte des
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Amériques, au X\A™ siécle, et sont considérées par les botanistesneounes espéces
introduites en France (Jauzein, 2001).

La majorité des adventices sont des especes aes@eiec un fort taux de croissance
et une stratégie écologique de type C (Critchleglet2006). A cause des perturbations, la
persistance des semences dans la banque de serdersmsest un critére important lié a la
réussite ou au déclin potentiel des adventiceseihblerait que seulement 10% du stock
semencier soit exprimé chaque année (Rahman e20#lg) avec des semences ayant une
capacité de survie et une dormance différentesoratibn de I'espéce. La répartition des
semences dans le sol est aussi hétérogene. Airsipdk semencier va varier temporellement
et spatialement. Les adventices présentes dansultnee sont celles qui ont un cycle de vie
adapté a celui de la culture. Généralement, lecespa faible persistance sont désavantagées
dans l'agroécosysteme a cause des successionsatmdtugui peuvent étre a l'origine
d’environnement défavorable pendant plusieurs apéar une espece.

La répartition des adventices dans le paysage dgriest dépendante des
caractéristiques biologiques et fonctionnelles 'depece. Cette répartition peut également
étre influencée par des interventions humaines gpemple, le travail du sol semble étre un
facteur corrélé avec la distribution des espécas Hagroécosysteme (Fried et al., 2007). Les
quatre compartiments, définis par Greaves & Malqli&I87) sont aussi différenciés par la
distribution de la flore. En effet, ces compartinseiont une richesse spécifigue et une
composition floristique différentes (Fried et a2Q07 ; Gardarin et al., 2007). Certaines
adventices, tres ubiquistes et peu sensibles audripations, seront présentes dans tous les
compartiments du paysage agricole (PC, F, | et Bainchus aspdr. et Geranium dissectum
L.). D’autres, ayant une niche écologique plusitdrme seront représentées que dans certains
milieux de la parcelle (I, BC, PCAdonis annud.. et Lithospermun arvensk.). Enfin, les
especes specialistes, souvent les plus sensibtigseawrbations, ne seront présentes que dans
un seul compartiment (BHDactylis glomeratd..) (Fried et al., 2007).

Par ailleurs, les adventices sont probablememtasngroupes clefs du fonctionnement
de I'écosysteme (Chapin et al., 2000). La flore dbamps est, en effet, en tant que
producteur primaire, au centre de réseaux tropkidiarshall et al., 2003) en servant de
ressource pour les pollinisateurs, les granivotelese herbivores (Newton, 2004 ; Storkey,
2006). Parmi les adventices, se trouvent les espéwgessicoles (Annexel), souvent
spécialistes de I'agroécosystéeme et dont certapnas actuellement en voie de raréfaction
suite a l'intensification des pratiques agricol€®s messicoles, spécialistes et en voie de

raréfaction, sont priori tres sensibles aux modifications de I'environnetretnpourraient
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étre de bonnes candidates a tester en tant quairedic de biodiversité. Le bleuet est une

espéece messicole spécialiste de la parcelle agratodlont les fleurs bleues qui dépassent de
la culture sont facilement reconnaissables. Actuadint en voie de raréfaction dans I'ouest de
la France (Baron, 1989), il est encore frequensdast. Ces deux situations contrastées font

du bleuet un candidat intéressant.

6) Le bleuet Centaurea cyanus..)

Le bleuet est une Astéracée du ge@emtaureaqui comprend environ 250 especes
sépareés en trois groupedacea, Cyanusgt Acrocentron(Garcia-Jacas et al., 2006) issus de
trois centres de spéciations : Anatolien-Egée, ridatkans-Eurasie et péninsule ibérique-
Afrique du nord (Garcia-Jacas et al., 2006 ; Forai.e 2009).

En France, le bleuet est une espece emblématiquansidérée comme patrimoniale.
Il est le symbole de la mémoire et de la solidagitéFrance et est distribué en souvenir des
anciens combattants au moment des armistices dai @tndu 11 novembre. Cependant, sa
biologie est mal connue et peu de travaux se siathets a son étud€. cyanusest une
plante annuelle, avec 2n=24 chromosomes (Martal.e2009), mesurant entre 30 et 80 cm,
qui germe principalement en automne et passe fhseels forme de rosette. Les plantules
sont facilement reconnaissables par leur coulere \@anchétre, légérement cotonneuses Le
bleuet fleurit de mai a juillet. Son inflorescenest de type capitule (Figure 3) avec des
fleurons externes, bleus rayonnants et stériledegtfleurons internes féconds. La taille des
grains de pollen est estimée entre 25 et 40um (Btwal., 2007). Les akenes sont a ombilic
barbu surmonté d'une aigrette rousse (Figure 4g plante produit en moyenne de 700 a
1400 akenes. Chaque akéene pése environ 4,3mg ateras moyenne 3mm dans la grande
longueur sans laigrette (Kollmann & Bassin, 200Chadoeuf et al., (1984) estiment la
persistance des akéenes a 4 ans en présence dabsofd. Au dela, seul 1% des akenes
continuent de germer. La dormance des aken&s dganusst, quant a elle, peu connue. Le
bleuet est une espece entomophile dont les primxipallinisateurs sont des Hyménopteres
(Svensson & Wigren, 1985).
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Centaurea cyanus

Figure 3: Dessin de&Centaurea cyanusomprenant une plante, un akene et une inflorescen
(The lllustrated Flora Of British Columbia).

Figure 4: Différents états d’'un akéne deentaurea cyanusvec en a) une fleur non
fécondée, en b) un akéne en cours de maturatiem &tun akéne mature.
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C. cyanusest une espéce messicole, spécialiste du mili¢a plarcelle cultivée. Cette
espéece est principalement présente dans les alithiver (blé, orge, colza et moutarde) et
est occasionnellement observée dans celles desipyist (tournesol) (Svensson & Wigren,
1985). Cette espece est présente en Europe, equéfdu nord et en Amérique du no@l.
cyanusa actuellement presque disparu en Grande Bret&yreliffe & Kay, 2000), il est en
déclin dans l'ouest de I'Europe avec des statutiabies suivant le pays. Par exemple, les
populations de bleuet sont considérées par I'lU@e(national Union for Conservation of
Nature) comme vulnérable en Slovénie, en dangeutriche et sans probleme en Hongrie.

Le bleuet est distribué dans presque tous les tépants de France métropolitaine et semble
avoir disparu du Val de Marne (Figure 5).
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Figure 5: Distribution du bleuet en France, en blanc lgzadé&ment ou aucun bleuet n'a été
signalé (d’aprés Téla Botanica).
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Actuellement, le bleuet est en voie de raréfactians I'ouest de I'Europe (Baron,
1989 ; Sutcliffe & Kay, 2000) alors qu’il est enedréquent dans I'est. La principale cause de
son déclin est l'intensification des pratiques egas ayant eu lieu depuis 1950. L'application
d’herbicide (Hakansson, 2003J|ber et al., 2010) et un tri quasi-systématique siemences
(Svensson & Wigren, 1985) sont parmi les pratigpesapparaissent comme les plus néfastes
au bleuet. En effet, les semencesdeyanussont larges et lourdes et, si elles n'ont pas été
dispersées au moment des récoltes, elles seromisompiées avec la culture (Svensson &
Wigren, 1985). L'impact des herbicides est variadilelépend de la famille utilisée avec une
diminution significative du couvert du bleuet toujs observée (Ulber et al., 2010). Parmi les
molécules les plus efficaces pour le contréle caudl se trouvent : le 2.4D, le chlopyralide,
l'isoproturon, le chlorotoluron et le mécoprop (Mzewska & Rola, 2006 ; Ulber et al.,
2010 ; Annexe 2). Des individus résistants auxhbitburs de I'ALS (acétolactate synthase)
ont été identifies pour la premiére fois en Pologne2001 (Marczewska & Rola, 2006).
Actuellement, aucune résistance a un herbicide ébéa caractérisée en France. D’autres
pratiques culturales comme l'utilisation de festiints peuvent avoir un impact €kircyanus
L’ajout d’azote (N) ou de phosphates (P) s’avereiraune influence positive sur les
populations de bleuet dans la parcelle cultivée.d®atre, I'impact sur les descendants est
plus contrasté. En effet, le phosphate augment&ube de germination des descendants alors
gue l'azote le fait chuter (Mohammaddoust et @08). Des éléments liés a la biologie de
'espece ont pu aussi accélérer sa raréfaction ayrpar exemple, la longévité des semences
dans le sol, la capacité de dormance et de gerimindés akenes, la levée, la croissance et la

compétitivité des individus ou bien le systemeeajmaduction.
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ORGANISATION DE LA THESE

La premiére étape de ce travail de thése a étésajes de déterminer les
caractéristiques biologiques qui ont pu influent¢arraréfaction de cette espéce dans
'agroécosystéme. Plusieurs étapes du cycle dalei€espéce ont ainsi été étudiées. Tout
d’abord, un travail sur le systéme de reproductométerminé I'importance de l'auto-
incompatibilité. Des bleuets issus du Poitou-Chi®rou les populations sont rares et
peuvent étre de petites tailles et/ou isolées;aeitis provenant de Bourgogne Gucyanus
apparait plus stable et plus fréquent ont été éudies conséquences possibles liées a ce
systeme, dans le cas de petites populations isaéegnsuite été déterminées en examinant
limpact de la consanguinité sur des individus awks coefficients de consanguinité
différents. Ensuite, au stade semence, la persistdes akenes dans le sol et la capacité de
dormance et de germination au cours du temps érestées. Enfin, la levée, la croissance, la
coexistence et la reproduction du bleuet ont easttié analysées dans plusieurs milieux de

'agroécosysteme.

La structuration et la diversité génétique des faamns de Bourgogne ont ensuite été
étudiées afin de mieux comprendre les relationseedas populations géographiques: déficit
d’hétérozygote, flux de genes et distance d’isolgreatre populations qui peuvent influencer

sur la structuration génétique.

L’objectif a, par la suite, été de déterminer comtmge distribue le bleuet dans le
paysage agricole et si des regles d’assemblageatesiunautés peuvent se dégager lorsque
C. cyanusest présent dans une parcelle. Le bleuet a aiasteété comme indicateur de
diversité floristique de la parcelle cultivée dateux régions de France avec des situations

contrastées quant a la présence de I'espéece (Fotarentes et Bourgogne).

La thése s’organisera ainsi suivant trois nivealixles caractéristiques biologiques ;
2) les facteurs génétiques ; et 3) 'assemblagecdesnunautés qui ont pu influencer sur le

déclin de I'espece dans certaines région de France.
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Cycle biologique du bleuet :
Quels sont les facteurs qui auraient un impact susa

réeussite ou sa raréfaction dans le paysage agricdle

A- INTRODUCTION GENERALE

Les caractéristiques biologiques d’'une espece gims sa capacité d’adaptation aux
propriétés de I'environnement font partie des faxtaléterminant de sa réussite ou non dans
un paysage. Dans le cas des especes généralmtesa diche écologique est large, une forte
capacité d’'adaptation aux différentes caractérnssgde I'environnement est attendue ce qui
permet a ces espéces d'étre représentées daresupdusabitats d’'une mosaique paysagere. A
'opposé, chez les espéces spécialistes, dontcleerécologique est étroite, une plus faible
capacité d’'adaptation est attendue induisant leésgmce dans un type d’habitat propre a
'espece. Les agroécosystemes sont des milieuxirpéd composés d’espéces spécialistes
dont par exemple des oiseaux (outarde canepetiemdoniette des champs) et des espéces
végétales de type messicole (bleuet, adonis es}iv8lite a l'intensification des pratiques
agricoles, une partie de ces spécialistes estlirhent en voie de raréfaction dans le paysage
agricole. Afin de les protéger, il est important cemprendre le fonctionnement de ces

especes.

Le bleuet Centaurea cyanuk.) est une messicole en voie de raréfaction tlansst
de la France (Poitou-Charentes) alors qu’il esbencommun en Bourgogne. Cette espece,
principalement présente dans les cultures d’hiyemne en automne, passe I'hiver sous forme
de rosette et fleurit du mois de mai aux moissGngyanusest une espéece auto-incompatible,
i.e,, qui ne peut s'autoféconder ou se reproduire descndividus ayant les mémes alléles-S
d’'incompatibilité. Dans le cas des populationsésslet/ou de petites tailles, la limitation du
nombre de reproducteurs va mener les populatiorssletinction s’il n’y a pas évolution de

ce systeme de reproduction.

—> Caractérisation des facteurs biologiques qui omtiné la raréfaction de

ces espéeces spécialistes.
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Afin d’identifier les facteurs biologiques et évbifa qui peuvent expliquer la raréfaction
ou la réussite du bleuet au cours de son cyclei@eans la parcelle agricole, nous avons
voulu aborder trois étapes essentielles du cyadodique des adventices annuelles : le
systeme de reproduction, la survie des semenaeslelge et I'installation des plantules. Ce

chapitre comprend donc trois parties :

B- Systéme de reproductionde plantes issues des régions Poitou-Charentes

et Bourgogne et conséguences suwolasanguinitédes descendants.

| - Mating system evolution i@entaurea cyanuss., a self-
incompatible segetal species, rare in the westanide.

Il - Consequences of inbreeding@antaurea cyanuk., a self-
iIncompatible segetal species, rare in the westaride

C- Persistance deskenesde bleuets enfouies dans le sol pendant 2,5 ans et
suivi de lagermination et de ladormance au cours du temps pour deux

populations.

D- Levéeg croissanceet reproduction du bleuet dans différents milieux du

paysage agricole bourguignon.
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B- SYSTEME DE REPRODUCTION DES PLANTES

ISSUES DES REGIONS POITOU-CHARENTES ET
BOURGOGNE ET CONSEQUENCES SUR LA
CONSANGUINITE DES DESCENDANTS.
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Le bleuet est une espéce allogame et entomophil@apsede un systeme d’auto-
incompatibilité (SI) (Svensson & Wigren, 1985) plus moins partiel comme de nombreues
autres Astéracées. Ce systeme accepte ou rejgitdlde sur les stigmateda des alléles-S
d’'incompatibilité. Le rejet a lieu lorsque le pallpossede au moins un alléle-S en commun
avec le systtme maternel (Takayama & Isogai, 2008)SI| bloque I'autofécondation et
empéche les croisements entre individus ayant leerg/steme d’'incompatibilité (Porcher &
Lande, 2005 ; Willi, 2009). Ce systeme de repradagprovoque la nécessité d’'une diversité
des alléles-S au sein des populations. Or, danadales populations isolées et/ou de petites
tailles, le Sl peut s’avérer désavantageux, proaotjwne diminution du nombre de
reproducteurs au cours du temps (Glémin et al.5 2@usch & Schoen, 2008), expliquant en
partie la baisse de fécondité généralement obsdiémauro, 1993 ; Byers & Meagher,
1995) et augmentant le risque d’extinction dans pgsulations. Dans cette situation, une
evolution du systéme de reproduction vers I'autoyoatibilité est attendue (Charlesworth &
Charlesworth, 1979 ; Porcher & Lande, 2005) et edmait, ainsi, a la population de se
maintenir au cours de temps. Cependant, I'auto-eilmipté peut impliquer une apparition de
la consanguinité. Celle-ci peut entrainer une dutidm de la valeur phénotypique des
individus due a l'augmentation du taux d’homozygajui peut permettre I'expression des
alleles déléteres. Ce phénomene est appelé lasséprede consanguinité (Charlesworth &
Charlesworth, 1979).

Dans cette partie, nous essaierons de déterminsrqieelle mesure le bleuet est auto-
incompatible, et si dans les populations issueBaltou-Charentes une évolution vers 'auto-
compatibilité a lieu. Pour ce faire, la capacitéudbfécondation de plantes issues cette région
sera testée et comparée a celle d’individus issuBadirgogne. L'impact de la consanguinité
sera ensuite étudié sur les descendants afin dandeer la tolérance du bleuet a la
consanguinité. Les résultats montrent que la ptupgas plantes sont strictement auto-
incompatibles. Cependant, il existe des planteadmsauto-compatibles qui se trouvent dans
des proportions équivalentes et non négligeabled que soit la région d'origine des
individus. Il ne semble donc pas y avoir d’évolatidu systeme de reproduction vers I'auto-
compatibilité dans les populations du Poitou-Chi@gnsupposées isolées et/ou de petites
tailles. En revanche, la flexibilité observée dustegne d’auto-incompatibilité pourrait

s’avérer un avantage lorsque le nombre de repredigtevient limité.
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La présence des pollinisateurs pour la fécondatipparait indispensable pour le
bleuet. La densité de pollinisateurs étant fortdmeatépendante des conditions
environnementales, cette caractéristiqgue peut pposoun échec de la reproduction dans les

populations quel que soit la taille ou le niveaisalement.

Les bleuets semblent tolérer un certain nivealcalesanguinité sans impact sur la
valeur phénotypique des individus au sein des @joms. Ainsi, lorsque le coefficient de
consanguinité est inférieur a 0,5, une augmentadégere de la dépression de consanguinité
est observée mais reste inférieuré<®,5 signifiant,a priori, qu'’il 'y a pas de sélection
allant contre l'autofécondation. Par contre, des tpucoefficient de consanguinité dépasse
0,75, la dépression de consanguinité devient imaptetet est principalement exprimée au
moment de la germination. La valeur phénotypiquedative est alors supérieureda0,5
entrainant une forte sélection contre I'autoféctindaC. cyanugeste donc, pour le moment,

une espéce fortement auto-incompatible.

Finalement, la flexibilité du systeme de reproductet la tolérance du bleuet a la
consanguinité pourrait permettre le maintien degufaions en cas déchec de la
reproduction occasionné, par exemple, par unedtmit du nombre de reproducteur. Par
contre, dans les populations de petites taillesueigolées, le coefficient de consanguinité
augmentera rapidement sans épisode migratoire guavid une hausse du risque d’extinction
dans ces populations.
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1) INTRODUCTION

About half of all Angiosperms reproduce strictly bytcrossing, enforced by a self-
incompatibility system (SI) (Igic & Kohn, 2006). tevents self-fertilization and inbreeding
in Angiosperms (Porcher & Lande, 2005; Willi, 20@8jough the ability to recognize and
reject pollen that has at least one self-incompayitallele (S-allele) in common with the
maternal plant (Takayama & Isogai, 2005). The Skey has been identified in at least 68
Angiosperm families (de Nettancourt, 2001). Thetrdiation of Sl species within the
Angiosperm family does not correspond to any eiiabtl phylogenetic group; therefore, Sl
probably evolved many times independently within Itiple evolutionary lineages
(Steinbachs & Holsinger, 2002). Two types of Slteys exist -gametophytic and
sporophytic SI- that are controlled by several mpatibility genes. They can involve
dominance relationships among alleles; these oglstiips can differ between the pollen and
stigma (Kowyama et al., 1994). This differentialpeassion can result in incompatibility
under some circumstances and compatibility in atieMauro, 1993).

Individuals bearing S-alleles present at low freguyein a population possess an
advantage over individuals carrying frequent Skedlebecause possessors of the rare S-allele
have access to more potential mates (Llaurens.ef@0D9). A disadvantage of Sl is that
successful reproduction requires genetic diversitf-alleles. Small or isolated populations
may have reduced S-allele diversity, which in twould reduce the probability of finding
compatible mates (Glémin et al., 2005; Busch & ®chd008). The result would be an
increased risk of local extinction. This phenomemoight explain the reduced fecundity
observed in small and endangered populations otpkhat possess an S| system (Demauro,
1993; Byers & Meagher, 1995). Pollinators also grefarger patches; therefore, small
populations are visited by proportionally fewer lpators (Waites & Agren, 2004). Reduced
pollination, combined with barriers to mating désed above, could either drive SI
populations to extinction or drive selection folfsmmpatibility (SC) (Kubota & Ohara,
2009). In species with specialist pollinators, dffects of reduced pollination are assumed to
be worse again because any loss of one pollinatyy dnive a total reproductive failure
(Bond, 1994). If a population is left with no palditors, reproduction can only occur through
autonomous self-fertilization (self-fertilizatiorf lowers without pollinators help; Kubota et
al., 2008). This phenomenon was observed in Mimulustaxa (Dole & Ritland, 1993) and
in populations ofLupinus succulentus(Harding & Barnes, 1977), in which the rate of

autonomous self-fertilization was correlated witle number of pollinator visits. Theory of
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plant mating system evolution predicts a sprea8®fin small and isolated SI populations in
which compatible mates are limited (CharleswortiCBarlesworth, 1979; Porcher & Lande,
2005). The decreased rate of reproduction shoaldi te an overall decline in individual seed
production and subsequently in the population gnowdte. Under these circumstances,
natural selection should favor new mutations tlmatik down or modify the SI system (Busch
& Schoen, 2008), effectively ‘rescuing’ reproductio

Though the regulating genes are unknown, many epedithe family Asteraceae are
known to have developed Sl (de Nettancourt, 20Rffjong 571 Asteraceae species studied,
the majority is Sl (63%); of the remainder, 10% arther pseudo self-incompatible (PSC:
some seeds are produced by selfing but fewer thi@nSC) and 27% are SC (Ferrer & Good-
Avila, 2006). Population disturbance in Sl Astemedias been shown to result in varied Sl
evolution (Abbott & Forbes, 1993; DeMauro, 1993;irRetz & Les, 1994). For example,
Aster furcatuspopulations suffering fragmentation and declineNiorth America correlate
with the spread of SC and low S-allele diversityeiffartz & Les, 1994). Cornflower,
Centaurea cyanuk., is an Asteraceae in decline in western Eur@aedn, 1989; Sutcliffe &
Kay, 2000), and is now nearly extinct in the Ukthalgh it was a common---perhaps even
major---component of the arable weed flora in Eerap to the middle of the Gentury.C.
cyanusbears societal value as a segetal species, batgriassociated with a successful
harvest and used for folk purposes. In additiomertainly could have high ecological value
for foraging insects and it is a potential indicabdd segetal richness (Bellanger et al., 2012).
This species is an insect-pollinated annual thgiedds exclusively on arable land. It
germinates primarily in autumn and is mainly présemwinter cropsC. cyanugresence has
declined with the intensification of agriculturalagtices in western Europe; populations are
now smaller and more isolated than they have béestprically (Baron, 1989). These
populations are probably subject to mate limitati®mce the type of mating system appears
to be one of the main factors contributing to esice or extinction of small or declining
populations (Gargano et al, 2009) and since lig#lknown aboutC. cyanuswe investigate
here whether this species is SC, PSI, or Sl andhehg¢here is any indication of a variation in
the dominant mating system. This study will leadatdetter understanding of the factors
responsible for th€. cyanusdecline in western France. We compared the matystem of
C. cyanuspopulations in western France (Poitou-Charentggmng¢ where populations are
small and/or isolated and where mate choice idylikenited, to those of eastern France

(Burgundy region) wherpopulations remain stable and common.
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2) MATERIAL AND METHODS

2.1 Seed origin

In 2006, we collected seeds from individual plantthin six C. cyanuspopulations
located south of Niort in the Poitou-CharentesargwhereC. cyanusoccurs in 0.3 % of the
fields (unpublished census over 19,000 fields).2b07, we collected seeds from five

populations around Dijon in Burgundy, whé&ecyanusccurs in 9 % of the fields.

2.2 First generation

In 2009, 15 seeds from each of six randomly sedeptants from every population
(Poitou-Charentes and Burgundy) were set to gemmi(fetri dish with germinating paper
[Durieux®]) in an environmental chamber with a teargiure of 15-25°C (night-day) and a
photoperiod of 12h-12h. Newly germinated seedlingse transplanted into 0.3L pots of
loam and put with a temperature of 15-25°C (niging)dand a photoperiod 10-14h. After one
month, the plants were transplanted into 5L potsain and placed outside.

Once all plants were ready to bloom, four to sidividuals were randomly selected
from each population depending on the germinatade and the survival of seedlings (i.e. 30
individuals per region) in order to test the rate self-fertilization in the presence of
pollinators (Figure 1). For this purpose, each plaas isolated in a pollen-proof cage with
houseflies as pollinators. Twenty other plants wemredomly paired with twenty plants of
other populations or regions in order to test agsing ability in the presence of pollinators
(Figure 1). Both individuals were placed in the sasolated pollen-proof cage with flies as
pollinators. In order to test for autonomous selfiane capitulum of each plant was isolated
in a pollen-proof bag (i.e. 100 capitula). Thisdstwesign allowed us to determine which of
the three mating systems were present in each gkpul autonomous self-fertilization
without pollinators, self-fertilization with pollators, and outcrossing in pairs.

About 0.01L of maggots was placed in each cage leek order to ensure
continuous presence of houseflies as pollinatoestukihg capitula were placed in a bag at an
appropriate time to prevent seed shedding, ana &0 tcapitula were isolated for each plant.
After one month, we counted the total number oftagpper plant and measured plant height.
These measures were used as surrogates of flnadtateness. We then counted the number
of unfertilized flowers, number of seeds aborted aumber of seeds produced per capitulum,

the sum of which represented the total numberostdrs per capitulum. The width and height
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of each capitulum were measured in order to obtapitulum volume and to estimate the
mean flower volume (ratio of capitulum volume byallmmumber of flowers per capitulum).

In order to check for any bias due to the use afskfiiesversusnatural pollinators,
we counted the number of seeds per capitulum deldetn nature in two (presumably)
isolated and five connected field populations & Burgundy region (eastern France). Twenty
capitula were collected from each population arglilte were compared with that of an
additional cage containing 214 housefly-pollingpéahts.

Self-fertilized plants were separated into thresugs: those producing less than 0.02
seeds/flower (including plants with no seeds; GBYse producing between 0.02 and 0.05

seeds/flower (G1) and those producing more thaé €e@ds/flower (G2, Figure 1).

Field seed collection: Field seed collection:
6 populations Poitou-Charentes 7 populations Burgundy
30pl 20pl 30pl 20pl

15
®

[Se!f—ferﬁﬁzaﬁon ] [Outcrossing by pafr] — ¢
[#)]
12
i

[GO G1 G2 seeds ] [Outcrossed seeds] —

—

Cloning

12pl 15pl | 12pl

Second generation

21pl l 21pl |,

[ Self-fertilization ] [ Outcrossing by pair ] —

Figure 1: Origin of the plant material used in the experirseithe mating system of plants
from Poitou-Charentes and Burgundy were tested ruse@#-fertilization or outcrossing
conditions (first generation). Seeds produced undelf-fertilization conditions were
separated into three groups according to the nuwibseeds produced: those producing less
than 0.02 seed per flower (G0), those producingvéen 0.02 and 0.05 seed per flower (G1)
and those producing more than 0.06 seed per fld@®). Clones from GO, G2 and
outcrossed plants were tested in self-fertilizatemd in outcrossing condition (second
generation).
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2.3 Second generation

Offspring produced by plants in the fly-pollinateslf-fertilization group were
compared to those in the outcrossing group to ohéber relative seed viability and
reproductive success according to parental origating system and geographical origin.

We selectedeven GO plants, seven G2 plants, and four plaom butcrosses. We
then randomly selected three seeds from each pléatcultivated and grew these seeds to
maturity in the same manner described above fopé#nent plants. However, we also cloned
each individual to allow each one to reproduce uredeh of the three mating conditions
(autonomous fertilization, fly-pollinated self-feéization, and outcrossing). The cut end of the
pieces of stem were dipped into a 0.25% b-indoicitscid solution and placed directly in
0.3L pots with loam, and then transferred to 5Lsp@lones generated from each of the three
parental origins described above were randomlygassl to a treatment as follows: 54 (i.e.
three of each of the 7+7+4 parents defined abovej)ewlaced in fly-pollinated self-
fertilization conditions, and another 21 pairs (dfal) were placed in outcrossing conditions
(Figure 1). One capitulum per plant was baggednsuee autonomous pollination (i.e. 96

capitula). Measurements taken were the same as thade for parents.
2.4 Data analysis

If the data follow a Normal distribution, the mesalues were compared using a
mixed-nested-model ANOVA and Tuckey test. By castiréd they didn’t, the data were Box
Cox transformed before analysis to normalize tisedtals. However, the transformation was
not always sufficient to normalize the residuatsthis case, the mean values were compared
using a Kruskal-Wallis test and Dunn test. A faietiodiscriminant analysis (FDA) was
performed to observe if in the fly-pollinated sHdftilization group, the plants were
discriminated on the measured traits (plant heigbtnber of capitula per plant, number of
flower per capitulum and the flower volume) depagdon the number of seeds per flower
produced (GO: less than 0.02 seed per flower, @twden 0.02 and 0.05 seed and G2: more
than 0.06 seed per flower). A Box test (F of Fishgymptotic approximation) was made to
confirm that the covariance matrices were differantording to the three classes of seeds
product. A one-dimensional test of equal averagescivas made to test if the traits measured
were different depending on the three classes'ridigtated. All statistics were performed
with XLSTAT 2010 software. Results were considesiphificant ata=0.05.
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3) RESULTS

3.1 Housefly pollination efficiency

There was no difference between the number ofsspestiuced per flower by plants
reared together in a cage with housefly pollinatord plants in connected natural populations
(K-W test, p=0.1) (Table 1). This indicates thatr @xperimental conditions effectively
mimicked the pollination efficiency of natural poktors when the number of potential
partners is not limited. The number of seeds mavdl was lower in isolated populations than

in the five connected populations (M-W test, p=0.03

Table 1: Number of seeds produced per flower (x with ttendard deviation of the mean)
under the different pollination conditions.

Location Greenhouse Natural populations

Pollinators Flies Natural pollinators

Multi paternity

Conditions (214 plants) Connected populationdsolated populations
Number of capitula observed 421 98 38
Number of seeds per flower 0.57 £0.03 0.58 £ 0.07 0.44 +0.08

3.2 First generation

Of the 60 plants reared in the fly-pollinated deltilization group, two died before
blooming (one from Burgundy and one from Poitou4€htes). All 20 pairs in the
outcrossing group survived, but three produced eexs, probably because they contained
two incompatible plants sharing the same S-allatesthey were discarded from the results.
There was no effect of the origin of population the production of seeds per flower
(ANOVA, F=1.04 and p=0.43). Plants in the outcrngsgroup produced more seeds than
those in the fly-pollinated self-fertilization gnou0.25 £ 0.2versus0.02 = 0.03 (p<0.001,

Figure 2). No plants in the autonomous pollinatiooup produced seeds.
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Figure 2. Number of seeds produced per flower accordindgn¢éomating system (outcrossed
or self-fertilization with pollinators) for the 8t generation. The seed number was represented
as the 28 and 7%' quartiles (horizontal lines), the median corresisoto the bold line and the
whiskers show the minimal and the maximal valuet imaluding outliers (indicated by
circles). Means compared with a Mann-Whitney tes.001.

There was no difference in plant height, the nundfeflowers per capitulum, the
flower volume or the number of seeds between pliata Poitou-Charentes and those from
Burgundy (Table 2). Plants of the outcrossing grbag fewer capitula per plant than plants
in the fly-pollinated self-fertilization group. Thdifference was much more marked for plants

of the Poitou-Charentes region (Table 2).
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Table 2: Reproduction data and mean plant height accortdinige plant origin in outcrossed
or self-fertilization with pollinator conditions (Bgundy and Poitou-Charentes). The test used
was a Mann-Whitney test for the number of seedduared in self-fertilization group and for
the number of flowers per capitulum in outcrossgrgup. An ANOVA was made for the
others traits (after a Box-Cox transformation fioe number of capitula (Lambda=0.01) and
the flower volume (Lambda=-1.46) in outcrossingugrand a y=Ln(y+c) tranformation for
the number of seeds per flower in outcrossing grolipe mean value was useg:0.05.

: , Number of Number of Number of
. Region of Number Plant height . Flower
Condition - capitula per flowers per P seeds per
origin of plants (cm) ) volume (mnr’)
plant capitulum flower
Burgundy 29 64.1 131 15.0 10.7 0.02
Self- Poitou-
fertilization ~Charentes 29 61.1 143 14.4 11.7 0.02
p 0.6 0.6 0.4 0.2 0.4
Burgundy 18 65.9 97 13.8 10.3 0.22
Outcrossing Cﬁglrte?r:]tes 16 61.2 59 13.5 10.3 0.25
p 0.4 0.009** 0.4 0.3 0.8

** - significant at p<0.01.

The number of seeds per flower on plants in tixgdllinated self-fertilization group
varied widely among individuals: 76.8% producedsiéisan 0.02 seed per flower (GO) (of
which one third produced no seed), 10.7% produatdden 0.02 and 0.05 seed (G1), and
12.5% produced more than 0.06 seed per flower @eivd.06 and 0.19) (G2) (Figure 3). Of
the seven G2 individuals, four were from Poitou-@nées and three from Burgundy. The
three groups differed significantly in the numbeeds per flower: GO < G1 < G2 (p<0.001),
which, retrospectively, confirms the relevance loé three groups. The average number of
seed per flower produced by G2 (0.11 + 0.05) wassigmificantly different from the average
number of seed per flower produced through outargsslthough the difference bordered

significance (p=0.052).
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Figure 3: Distribution of the number of plants accordingthe number of seeds per flower
under the self-fertilization with pollinators cotidn. Group GO corresponds to the plants that
produced less than 0.02 seeds per flower, plargsonp G1 produced between 0.02 and 0.05
seeds per flower and group G2 corresponds to gr@gpproducing more than 0.06 seeds per
flower.

The first axes of the Factorial Discriminant Anaysvas retained as representing
81.95% of the variability, while the next one was significant with only 18.05% (i.e. less
than one trait alone). The covariance matrices wetelifferent for the three groups (GO, G1
and G2; Box test, p=0.1), meaning that the numbeaeeds per flower was not sufficient to
discriminate the fly-pollinated self-fertilizatiagroups through the plant height, the number of
capitula, the number of flowers per capitulum amelftower volume. There was no difference
in the flower volume between the GO, G1, and G2pfiflinated self-fertilization groups
(p=0.54)). The G1 group was different from GO a2l @ axe 1 (ANOVA with p<0.001)
(Figure 4). G1 plants had more flowers per capitulhhan the other groups and were taller
than G2 plants. G2 plants did not differ from GRcept that they had fewer capitula per
plant. The number of seeds per flower was not ae with any phenotypic characters
measured in any of the three groups Go, G1 andB§2ontrast, capitula volume, the number
of flowers per capitulum and flower volume were ifesly correlated with the total number

of capitula per plant and with plant height (TaB)e
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axes F1 and F2: 100.00 % axes F1 and F2: 100.00 %

Number of flower
per capitulum

F2(18.05 %)

Flower volume
a5

Number of
capitula

1
1 anh o s 1

F1(81.95 %)

One-dimensional test of equal average class

Varniables F dff  df2 pvalue
Plant height 384 2 55 0.02
Capitula per plant 482 2 5% 00
Flowers per capitulum  9.58 2 55 <0.001
Flower volume 062 2 55 054

F1(81.95 %)
Figure 4: Factorial discriminant analysis (FDA), on thetJefccording to the number of seeds
per flower produced in the fly-pollinated self-igation group: GO=less than 0.02 seed per
flower (light grey triangles); G1=between 0.02 &n@5 (dark grey diamonds); and G2=more
than 0.06 (black squares). The groups were disgatad depending on their mean traits
values (plant height, number of capitula, of flogsveer capitulum and flower volume). Black
circles represent the barycentres. On the right-dimensional test of equal average class
according to the G0-G1-G2 grouping for each tratsured.

Table 3 Correlation of Pearson (R?) between the phenotgparacters (plant height, number
of capitula per plant, number of flowers per cdpito, flowers volume and number of seeds
per capitulum) measured for the 58 plants undeipdifinated self-fertilization condition
(mean values of plants of the three groups ofitisedeneration).

. Number of Number of Number of
. Plant height . Flowers
Variable capitula per flowers per seeds per
(cm) . volume (mnt)
plant capitulum flower
Plants height (cm) 1 0.12** 0.39*** 0.07* -0.05
Number of capitula 1 0,26 0.11%* 0,04
per plant
Number o_f flowers 1 0.04 0.02
per capitulum
Flowers volume 1 -0.01
(mm3)
Number of seeds per 1
flower

** xxx gignificant at p<0.01 and <0.001, respeatiy.
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3.3 Second generation

The germination rates (number of seeds germinatedamily by the total number of
seeds per family) were the same across all magetges groups and both parental origins.
Because of environmental conditions (high tempeeajust after transplanting plants in 5L
pots), only 13 of the 21 initial pairs in the owssing group survived. In the fly-pollinated
self-fertilization group, 39 of the 54 initial plensurvived. Of these 39 plants, 20 were
descendants of the GO (7 different parents), 1k wescendants from G2 (6 different parents)
and 8 were descendants from outcrossed pairs fdratit parents). The number of plants
from Burgundy and Poitou-Charentes were variablé ganerally too low for statistical
comparison, therefore, we will not consider thesefffof geographical origin in the second
generation analyses.

No seed was produced in the autonomous pollingffoap. In the fly-pollinated self-
fertilization group, one plant from an outcrossedlgmt seems to be a special case producing
an average of 0.48 seed per flowiex, more than plants in condition of outcrossing; ttoe
following analysis, this plant will not be takerntanaccount. As for the previous generation,
the number of seeds produced per flower was high#re outcrossing group (0.28 + 0.13)
than in the fly-pollinated self-fertilization grouf0.01 + 7.1¢) (Figure 5). No other
phenotypic characters differed between these twbnmaystem groups and all parameters
were close to the values recorded for the firsegation (results not shown).

T d
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Number of seed produced per flower
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00

T T
Outcrossed Self-fertilization with
pollinators

Figure 5: Number of seeds produced per flower accordindgn¢éomating system (outcrossed
or self-fertilization with pollinators) for the smwed generation. The seed number was
represented as the'28nd 7%' quartiles (horizontal lines), the median corresfsoto the bold
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line and the whiskers show the minimal and the makivalue, not including outliers
(indicated with circles). Compared with a Mann-Wiky test, p<0.001.

The parental origin had no effect on the numbesegds, plant height, the number of
capitula per plant, or flower volume. By contradscendants of GO plants had significantly
fewer flowers per capitulum than descendants frarpants and than the outcrossing group
(Table 4). The Pearson correlation showed thatnimmber of seeds produced was not
correlated with any other phenotypic characters smesl. Plant height was positively
correlated with each of the other traits measuggdept for flower volume (Table 5).

Table 4: Comparison of plant height and reproductive daliaing the mating system (self-
fertilization with pollinators (SFP) and outcros4€y) and according to the region (Burgundy
and Poitou-Charentes (PC)) and the parental (ddaoénfrom GO, G2 and outcrossing (O))
origin under self-fertilization with pollinators ndition. Mean values are presented and
statistical comparisons were conducted using an YA Qwith a Box-Cox transformation for
the number of capitula (Lambda=0.01) and the flowsdume (Lambda=0.92)) and a Kruskal-
Wallis test for the number of seeds produced @evdl,a<0.05.

Self-fertilization with pollinators i
Mating system

Region of origin Parental origin
Burgundy PC p GO G2 0 p SFP @) p
Number of plants 19 19 20 11 7 38 26

Plant height (cm) 49,5 40,4 0,07 449 421 49,6 0,63 45447,2 0,56

Number of
capitula per plant 117,4 124,5 0,27 | 131,6 72,2 167,1 0,47, 120,955,7 0,16

Number of flower

per capitulum 12,6 11,9 0,45 114 12,8 13,8 0,0212,2 134 0,14
Flower volume

(mm3) 9,6 10,7 0,03% 10,5 9,8 9,7 0,22 10,1 10,7 0,14
Number of seeds

per flower 0,01 0,02 06| 0,01 0,02 0,02 0,25 0,01 0,28 <0@001

* *xx: gignificant at P<0.05 and <0.001, respeetiy.
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Table 5 Correlation of Pearson (R?) between phenotyparatters (plant height, number of

capitula per plant, number of flowers per capituldiower volume and number of seeds per
capitulum) measured under the self-fertilizatiorthwpollinators condition for the second

generation.

Number of Number of
. Plant . Flowers volume Number of seeds
Variable . capitula per flowers per 3
height (cm) ) (mm?©) per flower
plant capitulum
Plant height (cm) 1 0.31*** 0.09* 0.004 0.01
Number of capitula 1 0.002 -0.007 0.02
per plant
Number o_f flowers 1 L0, 25k -0.04
per capitulum
Flowers volume 1 0.000
(mm3)
Number of seeds 1
per flower

* *x xxk gignificant at P<0.05, <0.01 and <0.00Qtespectively.

4) DISCUSSION

The mating system of the majority of plants teg&®Pb) in this study was strict self-
incompatibility (SI). Though some plants self-fezed when in the presence of pollinators,
we did not observe any autonomous pollination edbsence of a pollinator. This result fits
well with the structure of the flower &. cyanusfirst, large, blue-colored sterile florets are a
signal attracting foraging insects; second, thatekn provides a platform allowing easy
insect visit; third, the style is equipped withragh that moves within the anther-forming tube
at every contact with insect and brings up polleairgs at each movement, thus making
available fresh pollen to pollinators. Without ingehere is no style movement, so that little
pollen is released and self-pollination is impokesdven if there were no self-incompatibility.

The number of seeds produced per flower in bottptieed outcrossing trials and the
trials that included individual plants self-pollied by houseflies was lower than that
observed in the field and in large cage experiméiisut 0.26 seed per flower against 0.57
on average under multi-pollination conditions). S hesult was probably caused by the limited
paternal choice. Plants of the outcrossing groupfaaer capitula per plant than plants in the
fly-pollinated self-fertilization group, probablyebause of competition for resources within a
pot. The frequency of plants capable of self-fieitig and the number of self-fertilized seeds

per flower did not differ between the two regioBurgundy and Poitou-Charentes. In
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contrast to the predictions generated by a prelyjjodsveloped theory (Charlesworth &
Charlesworth, 1979; Porcher & Lande, 2005) we dat observe the spread of self-
compatibility (SC) in the small and/or isolated ptations of Poitou-Charentes. It is likely
that the Poitou-Charentes populations are lessatelthan expected, and that there is
adequate pollen migration to maintain S-allele ditg. Alternatively, perhap£. cyanus
populations are genetically isolated, but thisadoh does not necessarily causes the spread
of self-compatibility, as predicted. Studies ofeartihsteraceae species have demonstrated that
species in decline can maintain strong Sl, evennvthis S| has caused reproductive failure
(Centaurea corymbosd;olas et al., 1997 ymenoxis acaulisDeMauro, 1993)Moreover,
plant populations can persist for several yearsuin germination of seeds contained in the
soil seed-bank, which results in the maintenancd generation of genetic diversity for
several generations after population size has bedom small to be viable (Turner et al.,
1996).C. cyanusseeds can persist for at least four years in @llessed-bank with plowing,
though only 1% of the initial stock eventually gemates (Chadoeuf et al., 1984). When
buried at 30 cm under the soil surface, and withpbotving, 10% of the initial stock remains
viable after 2.5 years (unpublished data). An isalaSI population will ultimately become
extinct without the spread of SC. Only flexibiliof the mating system would allow a plant
population to be maintained and to shift from oosing to selfing in response to population
disturbance (Busch, 2005). In order to permit ttexibility, there must be low rates of
selfing within a population. In natural populatiotise level of incompatibility can vary from
strictly Sl to pseudo self-incompatible (PSC) witiriation in the strength of Sl between and
within populations (Ferrer & Good-Avila, 2006).

Some self-fertilization has been observed in séy@aedominantly S| plants species,
demonstrating that Sl is often partially effect{#@rrer et al., 2009). We found a great deal of
variation in the strength of SI among individuaistihe self-fertilization group in our study.
Seven plants (4 from Poitou-Charentes and 3 fromgwdy) produced significantly more
seeds than the others under these self-fertilzatanditions. These seven plants produced
almost as many seeds as those reared under ourigroesditions and were at least probably
PSC. In addition, one descendant raised under dilyapted self-fertilization condition
produced more seeds than plants in outcrossedtoondThis individual could be SC. This
result is interesting because this plant origindteth the most isolated population of Poitou-
Charentes. It has been possible that SC is spigadithis population, but that not enough

plants have been tested to support this possibility
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Generally, the PSC state is considered to be aitiamary state between Sl and SC
(Levin, 1996), but the role of PSC in evolution Im@ver been demonstrated. A meta-analysis
revealed that 145 of 345 plant species surveyed hamixed mating system (Goodwillie et
al., 2005). Under some ecological conditions, sashpollen and seed discounting, mixed
mating systems seem to be evolutionarily stabler(Simn, 1998). In insect-pollinated species,
pollen discounting is strongly connected to chanigepollinator behavior and population
density (England et al., 2001). In our study, aatoaus pollination was not observed@n
cyanus therefore, this species cannot produce seedseiralbsence of pollinators to ensure
reproduction. The presence of PSC within a singlpufation would only maintain that
population when S-allele diversity decreases, asmall and/or isolated populations, in the
presence of pollinators. However, it is often tthat pollinator visitation is also reduced in
small populations because low flowering plant dignisi less attractive to pollinators (Waites
& Agren, 2004). For instance, Primula merrilliang Shao et al (2008) observed fewer visits
in small populations than in large populationsdncyanusthe number of seeds produced
per flower was significantly lower in two presumgldolated populations than in connected
populations in Burgundy.

As C. cyanusdepends on pollinator presence for reproductivecess; both for
outcrossing or self-pollination, the attractivenesfsa plant to pollinators should have
important consequences for seed production. lfirpdlbrs were not required for selfing, the
attractiveness of PSC individuals would be expetdetecrease (Lloyd, 1987). The allocation
of resources to attractiveness was measured hecagilum number, flower density, and
flower volume (Goodwillie et al., 2010). No attraetness differences were observed between
Burgundy and Poitou-Charentes populations. Thisgestg that small and/or isolated
populations of Poitou-Charentes maintained the saftnactiveness as the large populations
of Burgundy. By contrast, reproductive success @matacter values varied according to an
individual's ability to produce seeds under selflipation. Plants from the G1 group had
character values higher than plants from the ajh@ups. These plants had significantly more
flowers per capitulum, increasing the opportunittesproduce seeds. This explains the
intermediate G1 values relative to GO and G2. Itunah habitats, floral display has been
shown to influence the rate of pollinator visitatitKennedy & Elle, 2008). In cases of low
pollinator presence, plants with a high number loivérs and capitula can reduce the
possibility of a limitation in foreign pollen andhdreby increases chances of reproduction
(Lépez-Villavicencio et al., 2005). The number afpdula per plant was lower for the PSC

plants, demonstrating a reduced attractivenesseset plants. This result could be explained
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by a decrease in fithess caused by an increasenmzygosity. For both generations in the
fly-pollinated self-fertilization group, seed numbgas not correlated with any phenotypic
characters, suggesting that attractiveness tonatdiis does not affect the incidence of PSC.
This result is consistent with the fact tl@at cyanuscannot realize autonomous pollination.
Indeed, theories predict a decreased investmefipial display in cases of autonomous
pollination. If pollinators are not necessary fertilization, floral displays that are attractive
to pollinators are unnecessary. By contrast, ifipaiors are necessary for self-fertilization,
the floral display structure should be equivalenthat of outcrossers (Brunet, 1992). In the
first generation, plant height, the total numbercapitula per plant, flower volume and the
number of flower per capitulum were positively @ated with all other phenotypic
characters (except seed set). In the second gmmewdt self-fertilization, plant height was
again positively correlated with all other charastmeasured except flower volume, but no
other correlation was found. This result for thess®l generation of self-fertilization and for
the PSC plants within the first generation coulcekplained by inbreeding depression (ID) in
some plants. ID is defined as the reduced oppdytdor self-fertilized ovule to give rise to
descendant that will survive compared to outcrossades (Charlesworth & Charlesworth,
1979). This phenomenon is often assumed to prethting system evolution. Indeed, selfing
increases homozygosity, exposing deleterious alkeleselection and resulting in increases 1D
that in turn prevents the spread of SC. Coincigemants from isolated Poitou-Charentes
populations seem to be less competitive than pl&émoisy more frequent and abundant
Burgundy populations when grown by pair in potse TBD measure of selfing individuals
could confirm that this consequence is critical toe mating system evolution Gf. cyanus
(Bellanger et al., in preparation).

The study of reproductive success is fundamental developing conservation
strategies. These studies can also explain whyeaiesp has become rare or endangered.
Population size is one factor that limits reprodigctsuccess by changing ecological and
genetic processes (Ehlers et al., 2002). For tpealptons ofC. cyanusn the west of France,
presence of PSC within predominantly S| populatioosld result in the maintenance of the
smallest and most isolated populations, provideat pollinators are available to fertilize
plants. Pollinators ofC. cyanusare generalist species composed of 98% Hymenoptera
(personal observations), which could be an advanthgt increases the chance that a plant
will be fertilized in a small and/or isolated poatibns, unlike in small and/or isolated
populations of plants that have specialist aninadlinators.
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1) INTRODUCTION

About half of all Angiosperms reproduce strictly bytcrossing enforced by a self-
incompatibility system (SI) (Igic & Kohn, 2006). tevents self-fertilization and inbreeding
in Angiosperms (Porcher & Lande, 2005; Willi, 20GByough the ability to recognize and
reject pollen that has at least one self-incompayitallele (S-allele) in common with the
maternal plant (Takayama & lIsogai, 2005). S| erdsroutcrossing and promotes gene
exchange, but small or isolated populations mag hmaduced S-allele diversity, which in turn
would reduce the probability of finding compatibieates (Glémin et al., 2005; Busch &
Schoen, 2008). The result would be an increas&dofisocal extinction without a change in
the dominant mating system. If the mating systemasdoot evolve, the species becomes
endangered, as féttymenoxix acaulind Centaurea corymboséDemauro, 1993; Colas et
al.,, 1997). The S| mating system can evolve towsetl-compatibility (SC) as for some
populations ofLinanthus bicolor(Kennedy & Elle, 2008). In this case, the fithedsself-
fertilized and outcrossed populations is the samtehe selfing type is advantaged for genes
transmission. Indeed, an outcrosser will transnguarter of the parent’s genes while a selfer
will transmit half of these genes to the progenypd@willie, 2000). Other factors can also
lead to a complete evolution toward SC as a redndaif inbreeding depression, a decrease of
S-alleles diversity or a limitation in outcrosseallen in plant populations (Porcher & Lande,
2005). The Sl is often patrtially effective in regge to population disturbance (Stephenson et
al., 2000; Kalisz et al., 2004), as for theC3&pis sanctgAsteraceae) (Cheptou et al., 2002).
This phenomenon is called flexibility of the matisagstem and requires the preexisting SC
mutations. Its mixed mating system may be evolatigrstable or can represent a transitory
state toward complete SC. In order to maintainntiteed mating system, no pollen limitation
should occur and the fitness of self-fertilizedni¢éamust be lower than that of the outcrossed
ones, otherwise an evolution toward SC could o¢Parcher & Lande, 2005). In this case,
plants are called pseudo self-compatible (PSC).IUfeom of the mating system within Si
plants seems relatively common as shown by Ferréga®d-Avila (2007). These authors
found a diversity of the mating system within thetéraceaes family. Indeed, among 571
species, the majority was Sl (63%) but a signifiganoportion of SC (27%) and PSC (10%)
were found.

Small and/or isolated populations are more vulderato environmental and
demographic stochasticity causing an increasedofigktinction rate. The presence of SC or
PSC plants is required in order to avoid the extimcin small and/or isolated populations
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(Porcher & Lande, 2005). Plants of these small@nidblated populations may self-fertilize
and mate with close relatives more often than @htsl do, resulting in an increased of
inbreeding (Keller & Waller, 2002) which can causlereeding depression (ID). ID is defined
as the decrease of the mean fithess of self-fativersusoutcrossed plants. It appears with
the increase of homozygosity (inbreeding) and issed by a combination of deleterious
and/or lethal mutations (Charlesworth & Charleswpd979). Inbreeding and genetic drift
can cause a decline in individual fitness (Kell&v&ller 2002; Reed, 2005). In many species,
a positive correlation between fithess and gendiiersity (heterozygosity) has been
observed (Pluess & Stocklin, 2004; de Vere et 2009). ID plays a major role for the
evolution of the mating strategies. Indeed, a high will allow the maintenance of
outcrossing. Conversely, when ID is low, self-lezéition is expected to be selected and SC
alleles to spread within a population (Goodwillteak, 2005). This phenomenon is considered
as an important factor in the conservation of egdeed species (Frankham et al.,, 2002)
because of its impact on the dynamics and the @dim risk of small and/or isolated
populations. ID can vary across the life cycle @mmhn be expressed at all stages (Fischer et
al., 2003) even if deleterious and lethal mutatians generally expressed early in the life
cycle. Identifying when the life stage is the maffiected by ID could help to understand
populations’ dynamics.

Centaurea cyanuk., cornflower, is a Sl, insect-pollinated annéatteraceae species
that exclusively depends on arable land (Bellaregeal., 2011). Cornflower is actually in
decline western Europe (Sutcliffe & Kay, 2000), luting the Poitou-Charentes region in
France (Baron, 1989). In this region, populatioressanall and/or isolated and mate choice is
likely limited compared to populations of eastermariee (Burgundy region) where
populations remain stable and common.

A previous study has shown that PSC individuals caexist with Sl plants in the
populations whatever the population size or thelaitsmn level (Bellanger et al., in
preparation). Presence of PSC within predomina@lypopulations could result in the
maintenance of the smallest and most isolated ptipus when S-alleles diversity decreases.
However, this alternative may cause an increaseboéeding because of selfing and mating
with close relatives. Consequently, the increasalwieeding could cause ID, which has been
evocated in our previous work by a lower capituladpiction of PSC plants in competition
with a normal cornflower counterpart. In order &ttbr understand the impact of inbreeding
in C. cyanuspopulations, comparing the performance of out@dsand self-pollinated

progenies is required. The effect of different lev& inbreeding on the fithess was measured
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at five life stages as proposed by Husband & Sckenis995): seed, germination, juvenile

survival, vegetative growth and fecundity. The comgnts of the trait value and the value of
the inbreeding depression were studied with SIR&G plants representing three levels of the
inbreeding coefficient: F=0 (i.e. seeds from ousses); F=0.5 (i.e. seeds from one self-
fertilization event); F=0.75 (i.e. seeds from twonsecutives self-fertilization events). The

rate of homozygosity for each inbreeding coeffitigras determined using microsatellite

diversity. A comparison of the fitness accordingite region of origin of the plants was made
in order to determine if an adaptation processdeasirred in the populations studied. These
data could serve to anticipate the evolution ofrtteging system of cornflower toward SC or

not, and the possibility of maintaining small arrdéwlated populations though cornflower is

a weed and, as such, controlled by weed manageprestices.

2) MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials

The seeds used in this study were produced by itV plants (for self-fertilized
seeds) or pairs of plants (for outcrossed seeddatéxl in pollen-proof cages containing
houseflies for the reproduction. Three coefficieatsnbreeding (F) were tested: F=0 (i.e.
seeds from outcrosses between plants from twordifferegions of origin: §, F=0.5 (i.e.
seeds from one self-fertilization eveng;sfFand F=0.75 (i.e. seeds from two consecutives self
fertilization events: §75).

Fo was represented by six unrelated Sl families &#ibhseeds each. Fop & seven
families were tested with 20 seeds each: four el a plant identified as PSC (i.e.
producing more than 0.06 seed per flower) and thwere identified as Sl (i.e. producing less
than 0.01 seed per flower, see Bellanger et abr@éparation). Among these seven families,
three were from the region of Poitou-Charentes fand were from the region of Burgundy.
Plants k75 were the progenies of the seven self-fertilizgg families; 25 seeds were used for
each family (Figure 1).

The seeds were set to germinate in Caubére disltes pleated strip paper for
germination (used to identified individuals) in @gth chamber at 15-25°C (night-day) and a
photoperiod of 12h/12h. Post-germination componehfgness were measured in an insect-
proof greenhouse. Newly germinated seedlings waresplanted into 0.3L pots of loam soil
in a frost-free greenhouse (10°C) during two montlith natural photoperiod in order to
mimic the overwintering period. Then, plants waansplanted in 5L pots of loam soil and
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placed at 18-25°C (night-day) under a photoperib8me16h to initiate flowering. Once all
plants were ready to bloom, weekly, 2L of maggo¢seaplaced in order to ensure continuous
presence of houseflies for the pollination. A poes study warranted the efficiency of

houseflies as pollinators of cornflower (Bellangéal. in preparation).

Field seed collection: Field seed collection:
Populations from Pmtou-Charentes Populatmns from Burgundy
3 Families 3 Families
4 Families 3 Families — F=0
Ourcrossmg by pa:r
v v —
LSe}‘f-fem!.fzat.'on | LSe!f-femfrzanon I

2 Families 2 Families 1 Family 2 Families
— F=0.5

True Self<incompatible | | Pseudo Self-compatible True Self-incompatible Pseudo Self-compatible
(<0.01 seed produced) (>0.06 seed produced) (<0.01 seed produced) (>0.06 seed produced)

—
—

2 Families 2 Families 1 Family 2 Families

— F=0.75

ﬂ

Figure 1: Origin of the plants material used in the expemtn Six different i-families were
produced in outcrossed conditiony sfnaterials were obtained after self-fertilizatiohrete
unrelated families (i.e. one from Burgundy and fwaon Poitou-Charentes) were classified as
Sl because they produced less than 0.01 seedqveerflfour other families (i.e. two from
each region) were classified as PSC because theyged more than 0.06 seed per flower.

2.2 Trait estimation

The traits measured were selected according tondgthod described by Husband &
Schemke (1995). The authors suggested measuriggttoaicharacters at the beginning and
the end of the life cycle. The plant’s fitness wasasured at five stages of life history: seed,
germination, juvenile survival, vegetative growtiddecundity.

- Seed up to 20 seeds per family forp and ks and 25 seeds forofs were

individually weighed.
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- Germination the germination ratio was determined per famitgrathree weeks in
Caubeére dishes with pleated strip paper in the tiralvamber.
- Juvenile survivalit corresponded to the ratio of plants reachiogvéiring (number

of plants reaching flowering by the number of segelsninating) in a family, three
months after germination.

- Vegetative growthplant height and dry weight were determined fopkints four

months after germination.

- Fecundity the measurements were performed four months géenination. The
number of capitula per plant was counted for alividuals. Twenty capitula per
plant were bagged before seed shedding. The votdreach of these 20 capitula
was calculated as \#*R?*H, where R is the diameter/2 and H is the heigihthe
capitulum. The number of unfertilized flowers, nuenlof seeds aborted (fertilized
flowers that aborted during its development) anchiber of seeds produced (i.e.
supposed to be viable) were counted: their sumesemted the total number of
flowers per capitulum. The number of seeds prodpegdiower was calculated as
the ratio of the number of seeds by the total nunabdowers per capitulum. The
mean flower volume was calculated as the ratichefdapitulum volume by the
total number of flowers per capitulum. The proge®ed weight was estimated
from 100 randomly selected seeds per plant.

Some families from §~sinbreeding coefficient had a complete germinataitufe and

were excluded from post-germination trait estimatio

2.3 Calculated indexes

The inbreeding depression was determined depermtirige inbreeding coefficient at
the five stages of life history: seed, germinatippvenile survival, vegetative growth and
fecundity. ID was calculated with the formwa= 1- Ws/Wo where Ws and Wo were the
mean trait values of selfed and outcrossed plaespectively. The cumulative fithess index
proposed by Goodwillie (2000) was used to take adcount all the stages of the plants life
history. One of the measured traits at each stédddeohistory has been selected. At the
fecundity stage, the ratio of seeds produced maveft was selected because it seemed the
most relevant trait. At the vegetative growth stafje cumulative fithess remains unchanged
whatever the trait used. Then, the formula used: Wés = mean initial seed weight x

germination ratio x juvenile survival x plant heighthe ratio of seeds produced per flower.

61



2.4 DNA analysis (sampling, extraction and genatgpi

DNA was extracted from 50 mg of young leaf of gvptant, using the kit Quiagen
Biosprint 96. Ten microsatellite loci (i.e. cencfa@encya03, cencya04, cencya07, cencyals,
cencyal6, cencyal7, cencyal9, cencya20 and cencydestribed elsewhere (Bellanger et
al, in preparation), were screened to determinevdmeation of the homozygosity levels
depending on the inbreeding coefficient. The préglwere amplified by multiplex PCR and
were genotyped using 3730XL sequencer (PlateformeGdnotypage Gentyane, INRA,
Clermont-Ferrand, France). The allele sizes weedyaad with Peak Scanner 1.0 (Applied
Biosystems). The parameters of genetic diversitjuoing the Hardy-Weinberg equilibrium
(HW), the unbiased expected heterozygosity (i.e.=H@&N / (2N-1)) * He), the observed
heterozygosity (i.e. Ho = number of heterozygols with N= number total of observations),
and the number of alleles (Na) per level of inbnegddepression were obtained using
GenAlex 6.4 (Peakall & Smouse, 2006).

2.5 Data analysis

For the ratios of germination and juvenile survjthe comparisons among the three F
groups and the regions of origin were made usiedgdmily trait values. For the others traits,
the comparisons were made using the individual tralues. The type of analysis was
depending on the sample normality (test of Shapiiti- and Anderson-Darling). If the data
follow a Normal distribution, the mean values wemmpared using a mixed-nested-model
ANOVA and Tuckey test. By contrast, if they didnthe data were Box Cox transformed
before analysis to normalize the residuals. Howetlee transformation was not always
sufficient to normalize the residuals. In this gab® mean values were compared using a
Kruskal-Wallis test and Dunn test. The nested ANOYdel included the inbreeding
coefficient (F) and the family within inbreedingefticient was made with REML (Restricted
Maximum Likelihood) method; inbreeding coefficiamtis considered as a fixed factor and
the family as a random factor. For the regiona¢@ffthe nested ANOVA model was made
included the region of origin, the inbreeding caént (F) and the region of origin within the
inbreeding coefficient with Tuckey test. In this ded, group & was not analyzed because
plants had mixed regional origin.

A factorial discriminant analysis (FDA) was perfadito observe if the families were
discriminated according to the inbreeding coeffitierThe mean family values were used in

order to take into account all the stages measafdte life cycle (i.e. seed, germination,
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juvenile survival, vegetative traits and fecundityy Box test (F of Fisher asymptotic
approximation) was made to confirm that the coveméamatrices were different for the three
inbreeding coefficient groups. All statistics wgyerformed with XLSTAT 2010 software.

Results were considered significantia0.05.

3) RESULTS

Initially, of the 405 seeds weighted and set targeate (i.e. 130 seeds frong;A32 from
Fos and 143 from k75), 231 germinated (i.e. 107 seeds frog 95 from ks and 29 from
Fo.75) and 214 plants reached flowering (i.e. 103 pldramn F; 86 from ks and 25 from
Fo.75). Of the plants which reached flowering, one pamtlino seed (fromgk). The mean

number of seeds produced per flower was 0.57+0.18.

3.1 Trait values

A family effect for each trait measured was obseérae all the stages of life history
whatever the inbreeding coefficient (with a valdi¢he test of Z between 1.5 and 2.7 anut a
value between 0.01 and 0.03). The region of origin @ind had no impact on the measured
traits when the inbreedig coefficient wagsH-or k.75 the region of origin had an impact on
the initial seed weight which was heavier for seds Poitou-Charentes than those from
Burgundy (p=0.004). The juvenile survival and th&éa of seeds produced per flower were
lower for plants from Poitou-Charentes comparingthose from Burgundy (p=0.033 and
p=0.007 respectively). The others measured trate wot impacted by the region of origin of
plants for Iy 75 Inbreeding effects were detected as follow:

Seed the initial seed weight was significantly diffateaccording to the inbreeding
coefficient, with ks> Ry > Ry 75 (Figure 2.a).

Germination among the sevenyfsfamilies, two failled to germinate so the ratio of
germination ranged from 0 to 0.77. The ratio ofng@ation ranged from 0.27 to 1 fop §
families, and from 0.65 to 0.90 fop Families. The &5 families had a ratio of germination
significantly lower than those ofland b sfamilies (Figure 2.b). For the following analysis,
seeds which had not germinated will not be conseiler

Juvenile survivalno difference of juvenile survival has been obedraccording to

the inbreeding coefficient (Figure 2.c). For thdldwing analysis, plants that have not

reached flowering will not be considered.
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Figure 2: Initial seed weight, germination ratio and juversurvival ratio of plants according

to the inbreeding coefficient (F=0; 0.5; 0.75). AM®was used for the juvenile survival and
a Kruskal-Wallis test for the initial seed weighmdathe ratio of seed germination, significant
ata<0.05.

Vegetative traitsthe kplants were taller and had higher dry weight thggand kb 75
individuals (Figures 3.a & b).
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Figure 3: Plant height and dry weight according to the ieldieg coefficient (F=0; 0.5;
0.75). A Kruskal-Wallis test was used for plantgtiand ANOVA for dry weight (after a
Box Cox transformation, lambda=0.415), significatd<0.05.

Fecondity the number of capitula per Pplant was higher than that of §plants
(Figure 4.a). The progeny one-seed weight ©fsplants was higher than those of the two
other F groups (Figure 4.b). The flower volume @ased with the inbreeding coefficient
while the number of flowers per capitulum decreagé&ilgure 4.c & d). The ratio of seeds
produced and the ratio of aborted seeds per flavege higher for f-than for ks and k75
(Figures 4.e & f).
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Figure 4: Number of capitula per plant, progeny one-seedjkeiflower volume, number of
flowers per capitulum, ratio of seeds producedratid of aborted seeds per flower according
to the inbreeding coefficient (F=0; 0.5; 0.75). AM® was used for a) after a Box Cox
transformation (lambda=0.57), and a Kruskal-Wa#ist for b), c), d), e) and f), significant at
0<0.05.
3.2 Calculated indexes

Plants with an inbreeding coefficient of 0.75 heac¢umulative fithess significantly

lower than plants with F=0 (Figure 5).
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Figure 5: Cumulative fitness according to the inbreedingfficent (F=0; 0.5; 0.75). The
formula used is Wc = the initial seed weighthe germination ratio x the juvenile survival x
the plant height x the ratio of seed per flowereThst used was a Kruskal-Wallis test,
significant ato<0.05.
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Two axes of the Factorial discriminant analysisemetained as representing 90.18%
and 9.82 % of the variability, i.e. all the variltlyi The covariance matrices were different
for the three inbreeding coefficients (Box test)®91). Germination, juvenile survival, plant
height and dry weight, number of capitula, numketawers per capitulum, number of seeds
per flower, number of unfertilized flowers and th@wver volume contributed to axe 1. The
progeny one-seed weight and the number of aboeedssper flower contribute to axe 2.
Families with ks had lower trait values except for the flower vokuand the number of
unfertilized flowers. By contrast,(Families had higher trait values except for thewikr
volume and the number of unfertilized flowers.sFamilies had intermediate trait values

between Fand k 7sfamilies (Figure 6).

axes F1 and F2: 100.00 %

axes F1 and F2: 100.00 %
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O Inbreeding coefficientof 0.75

G
F1(80.18 %) . Barycentre according to the inbreeding coefficient

Figure 6: Factorial discriminant analysis (FDA) accordirgthe family and the inbreeding
coefficient. The families were discriminated depegdon their mean traits values (initial
seed weight, germination, juvenile survival, plaetght and dry weight, number of capitula,
number of flowers per capitulum, number of seeddlpaer, number of unfertilized flowers,
number of aborted seeds and flower volume).Thekbtacles represent the barycentres of
every F group; the dark grey diamonds are the familith F=0.5 ; the grey squares
represent the families with F=0.75 and the ligletygriangles are the families with F=0.
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Traits were ranged in three groups depending anvheies of ID:
-0.1<6<0.1: the characters were not impacted by inbreeding.F55 plants, the three first
stages of the life cycle, the progeny one-seed heigd the flower volume were not affected
by inbreeding. Only the progeny one-seed weight neisaffected by inbreeding ingfs
plants (Table 1).
-0.5<0<-0.1 or 0.1<9<0.5: the characters were moderatly impacted by inlbinged-or ks
plants, all the traits at vegetative stage andrtebers of capitula, total flowers, seeds
produced and seeds aborted had a moderate ID v@lecerning b7s plants, all the
characters at the stages of seed, juvenile suramdl vegetative growth were moderatly
impacted by inbreeding: number of capitula, tolawers, seeds produced and seeds aborted
(Table 1). The calculation of the cumulative fitreshowed a moderate ID fop §plants
(Table 1).
-0.5<¢ or 0>0.5: the characters were strongly impacted by inbregdirhe number of
unfertilized flowers of ksand k.75 plantswas greatly affected by inbreeding as well as the
germination ratio for §~splants (Table 1). The calculation of the cumulafiteess showed a

strong impact of inbreeding on Fplants (Table 1).

Only the progeny seed weight was not affected byeieding whatever the inbreeding
coefficient (Table 1). Otherwise, the impact of nedding increased with F. When F value
was low, the three first stages of life cycle wear affected by inbreeding, and only the
vegetative and fecundity stages were moderatly atgplaexcept for the character number of
unfertilized flowers which was strongly affectedhel cumulative fitness also showed a
moderate ID. When F value was high, all the stagese at least moderatly impacted by
inbreeding, while the germination stage, the numbérunfertilized flowers and the

cumulative fitness were strongly affected (Table 1)
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Table 1: Mean inbreeding depression valugsdccording to the inbreeding coefficient (F=0;
0.5; 0.75) and the mean fitness of outcrossed (planjts for each character at five different
stages of the life history.

Wo #Ws | Wo #Ws

STAGES VARIABLES Wo | dFys| 6 Fgss F(0.5) F(0.75) Wy s# Wo.7s
Seeds Initial seed weight (mg) 4.25 -0.1p 0.1b 0.09 0.04f <0.001***
Germination Germination ratio 0.82] 0.06 0.77 0.70 0.0027* 0.906
Juvenile Juvenile survival 0.96| 0.03 0.19 0.70 0.002t*  0.805
survival
) Plant height (cm) 92 0.2¢ 0.20 <0.001%%0.001*** 0.83
Vegetative
biomass )
Dry weight (g) 18.4| 0.39 0.47 <0.001*1%0.001*** 0.65
Number of capitula 207 0.15 0.17 <0.001%* 0.09 0.81

Number of flowers 20.5| 0.18 0.27 <0.001%%0.001*** | <0.001***

One-seed weight (mg 443 0.06 -0.02 0.06 0.33 33700
Fecondity
Flower volume (mr) 30.6 | -0.09| -0.26 0.11 0.001* 0.005**
Number of seeds 0.64 0.2b 0.32 <0.001f%0.001*** 0.19
Number of aborted see@s0.04 0.12 0.37 0.07 0.02* 0.14
Fitness 199.7| 0.35| 0.82 0.20 0.002*1 0.015*
cumulative

* o+ kR gignificant at p<0.05, <0.01 and <0.0Qtespectively.

3.3 DNA analysis

The number of alleles observed ranged from 6 talliedes with a mean value of 8.5
alleles per locus ford-from 5 to 14 alleles with a mean value of 7 akeper locus for ¢z,
and from 3 to 9 alleles with a mean value of 5l8les$ for k5 (Table 2). Concerning the
heterozygosity observed (Ho), it ranged from 002157 with a mean value of 0.3 fog F
plants. Ho ranged from 0.03 to 0.37 with a meanealf 0.15 for k5 plants, and from 0.03 to
0.27 with a mean value of 0.11 fog 4 plants (Table 2). All the loci departed from Hardy
Weinberg (HW) equilibrium whatever the inbreedingefficient (with the Bonferroni

correction). Only the locus cencyaO7 farEwas at HW equilibrium (Table 2).
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Table 2 Mean heterozygosity for each of the ten loci ®ddby group of inbreeding
coefficient (F=0; 0.5; 0.75); with N: the number abservations, Na: the number of alleles
observed, Ho: the observed heterozygosity andhé¢eumbiased expected heterozygosity. The
Hardy-Weinberg equilibrium was tested (df= numblegenotype observed -1; Khi2= value of
the Khi square test and the p-value) with the Bonfe correction, significant at<0.05.

Hardy-Weinberg equilibrium

df Khi2 p-value
0.46 15 57.7 <0.001***

0.50 28 574.6 <0.001***

Inbreeding coefficient (F)| Locus N Na | Ho He

cencya07| 97 6| 0.3
cencya03| 97 8| 0.0
cencyal5| 96| 12| 0.4p 0.75 | 66 264.6 <0.001*
cencyald| 79| 7| 026 069 | 21 247.6 <0.001***

N

cencya04| 101 8| 0.18 0.76 | 28 492.6 <0.001***
0 cencyal7| 10§ 8| 0.57 0.66 | 28 87 <0.001***
cencya20| 105 14/ 0.39 0.89 | 91 518.1 <0.001**
cencya02| 101 8| 0.21 0.69 | 28 271.4 <0.001***
cencyal6é| 104 8| 0.56 0.62 | 28 171.9 <0.001***
cencya24| 101 6| 0.1p 0.72 | 15 403.6 <0.001***
Mean | 98.6/ 85| 0.3| 0.68
cencya07| 66| 5| 0.2p 051 | 10 71.8 <0.001***
cencyaO3| 64| 6| 0.08 0.68 15 310 <0.001***
cencyal5| 54| 7| 0.06 0.84 | 21 290.8 <0.001***
cencyald| 58| 7| 0.06 0.73 | 21 265 <0.001***
cencya04| 64| 10| 0.28 0.76 | 45 250.5 <0.001**
05 cencyal7?| 69| 3| 0.32 0.61 3 35.8 <0.001***
cencya20| 69| 14| 0.1 0.80 | 91 491.4 <0.001%***
cencya02| 57| 6| 0.0f 041 | 15 186.6 <0.001***
cencyalé| 70 7| 0.3f 071 | 21 96.6 <0.001***
cencya24| 66/ 5| 0.08 0.62 | 10 253.5 <0.001***

Mean 63.7] 7 0.15| 0.67

0,75 cencya07| 36| 3| 0.06 0.06 3 0.03 0.9
cencya03| 35| 6| 0.06 0.65 | 15 128.7 <0.001 %
cencyals| 31| 6| 0.1p 0.75 | 15 114.8 <0.001***
cencyal9| 29| 4| 0.08 0.67 6 79.7 <0.001***
cencya04| 38| 6| 0.26 0.64 | 15 108.3 <0.001***
cencyal7?| 41| 3| 0.1p 0.51 3 30.9 <0.001***
cencya20| 37| 9| 0.08 0.78 | 36 225.4 <0.001**
cencya02| 30| 5| 0.18 0.53 10 89.5 <0.001***
cencyalsé| 37| 5| 0.2f 054 | 10 70.2 <0.001***
cencya24| 35| 6| 0.08 0.62 15 140 <0.001***
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\ Mean \ 34.9‘ 5.3 \ o.11| 0.57 \

***: significant at a<0.001

The HW disequilibrium was also observed on averag® all the loci for each family (Khi-
square test= 0.96; df=17 and p<0.001) and for tigeokips (Khi-square test= 0.78; df=2 and
p<0.001). Moreover, as expected, the increaseeofdte of homozygosity was observed with
the increase of the inbreeding coefficient (Ho=4G20.28; R2=0.24; p<0.01) (Figure 7).
Rough estimate of the fixation index is given by E — Ho/He; using the mean data in Table
2, itcomes F = 0.56, 0.78 and 0.81 fgr s and k75 respectively. These values effectively
increased from §to ks and k75 as expected, but they are much higher than theocteq
ones calculated according to their paternity schemméch is due to the pairing of plants for

reproduction rather than random mating.

0.6
s

Ho (Observed Heterozygosity)

0 0.5 0.75
F (Inbreeding coefficient)

Figure 7: Level of observed heterozygosity per microarraphlumber of heterozygous /
number total of observation) according to the doeffit of inbreeding. For each inbreeding
coefficient, the heterozygosity value for the telcnmarrays was showed. Pearson correlation,
equation: y=-0.24x+0.28; R2=0.24, p<0.01.

4) DISCUSSION

The fitness ofC. cyanuswas affected by inbreeding. The more the inbregdin
coefficient (F) of plants increased, the more titeets decreased and the inbreeding
depression (ID) increased. For an intermediate aunanity value (fs), ID values ranged
from -0.10 to 0.39 and foroFs ID values ranged from -0.26 to 0.77. The onlyrabter
unaffected by ID was the seed weight of progemesexpected, the rate of homozygosity

was increased with inbreeding.
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At the three first stages of development (i.e. segdrmination and juvenile survival),
plants with ks were unaffected by ID unlike plants withy & which were moderately
impacted. In addition, §75 were strongly affected at the stage germinatidx0.(77). The
seeds with high F were lighter resulting in fewesarves causing a decreasing of the seed
guality and the seed viability. This could explahy the germination ratio and the juvenile
survival were affected by ID. These results aresistant with the theoretical expectations
that suggest that ID will be mainly expressed ia darly stages of life history (Husband &
Schemske, 1995) as observed Doanthus guliaein the stage of seeds (i.e. quality/viability)
(Gargano et al., 2009). At the vegetative stageywH3 expressed moderately and in the same
way whatever the F value. At the fecundity stabe,impact of ID was variable depending on
the characters measured. The progeny seed weightever affected by ID (random mating)
whereas the others traits were impacted moderaiélg. number of flowers and seeds per
flower decreased with inbreeding whereas the flowmume increased. Floral display has
been shown to influence the rate of pollinatorstai®n and thereby affect the outcrossing
rate (Kennedy & Elle, 2008). The rate of pollinateisitation can change the possibility of a
limitation in outcrossed pollen and thereby thecoadsing rate in self-compatible plants
(Brunet & Sweet, 2006). A decreasing in flower voki is generally interpreted as an
adaptation of resource allocation after a changeartd self-fertilization (Goodwillie et al.,
2010). This reduction is often observed with inkdiag in populations (Ellmer & Andersson,
2004; Ilvey & Carr, 2005; Glaettli & Goudet, 2006) ia Lupinus bicolor(Karoly, 1994) and
may be an advantage if it facilitates autonomoudinadion (i.e. reproductive success) in
absence of pollinators. However, in our previousdgt autonomous pollination was not
observed inC. cyanusi.e. this species cannot produce seeds in absanpellinators to
ensure reproduction (Bellanger et al., in prepamatiNatural context and environment are
important for the mating strategies and when palbrs are required for selfing, the
allocation of resources to attractiveness is ingyrfor the seeds production (Goodwillie et
al., 2010). The results observed in this study wenesed by ID which led a decreasing of
attractiveness and of efficiency of fecundation.rdtwer, for the same inbreeding coefficient,
the mean value of the characters measured wasblarlzetween families. In natural
populations, a variation of the response to indrepdmong families is often observed. A
number of factors can explain those variationdaanutation rate, the inbreeding history, the
amount of loci homozygote and heterozygote or tredution of the population size (Hedrick

et al., 1999). A variation of one of these factwithin a family can change the ID.
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In taking into account all the stages of life higt@.e. cumulative fitness), plants with
one self-fertilization (fs) were moderately affected by IB=0.35) whereas plants with f5
were strongly impacted by 1D5€0.82). ks Plants were strongly disadvantaged mainly
because of the stage germination. This demonstitzésarly stages of life history are critical
for successful establishment in the natural popiat of C. cyanuswith have a high
inbreeding coefficient. The ID level is commonly miened to predict the evolution of the
mating system (Lande & Schemske, 1985). The mauteldict that the fixation of the selfing
or the outcrossing mating system will depend onléwvel of ID, respectively <0.5 or >0.5
(Willi, 2009). Thus, in our study, the selectionaatst selfing was smalb€0.5) after one
self-fertilization but when a second self-fertilivan occurred the selection against selfing
became strongdé$0.5). This important reduction of the fithess vgpasbably caused by the
selection against the lethal and deleterious I@asfric & Vekemans, 2004; Stone, 2004;
Glemin et al., 2005). The self-incompatibility st of C. cyanusseems, for the moment,
stable. Similarly, in the small population of trere Brassica insularisirom Punta Calcina
(Corsica), the mating system remained strongly nmgatible showing that even in small
and/or isolated populations, ID can prevent theagprof self-compatible alleles (Glémin et
al., 2005). However, repeated self-fertilizatiorulcbodecrease the level of ID (Husband &
Schemske, 1995; Pico et al., 20019 a purge of the deleterious and the recessive onsat
The purge will increase the average of the poputéifitness compared with the populations
without an episode of purge (Pujol et al., 2009jteAthe purge, the mean fitness of
population will be close to those without inbreegiin this case, an evolution of the mating
system toward complete self-compatibility could wrccA review on 150 plant species has
shown that an evolution toward selfing has occurredmany species under high ID
(Goodwillie et al., 2005). This has been observadLinanthus bicolor,a self-compatible
species derived from self-incompatibility systemedk or no significant ID was measured
showing a shift toward selfing almost complete (@Gaidlie, 2000). It is important to
determine the extent of ID and the capacity of paians to purge the deleterious alleles in
order to understand in which direction the matipgtesm will evolve (i.e. the maintenance or
the breakdown of self-incompatibility system) (Bnan et al., 2005).

In our study, an increasing of the rate of homoajty was observed with inbreeding,
exposing the deleterious alleles to the seleclitve. mean rate of homozygosity observed for
Fo.7s plants was probably underestimated as no furtheneasing of the calculated F was
observed after §= Indeed, on the 143 initial seeds, only 25 hadhed flowering. Our

results have shown that ID was mainly expressetly earthe plant development (i.e.
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germination), meaning that the DNA analysis was enadly on one plant out of five and
probably not with the plants displaying the mosthdé and deleterious alleles. The reduction
of the fitness, resulting in observed heterozygasie. the genetic diversity), was showed for
several species with different mating systemdpmsnopsis aggregatdHeschel & Paige,
1995) Gentianella germanicgFischer & Matthies, 1998)Silena regia(Menges, 1991),
Gentiana pneumonanth@®ostermeijer et al., 1995gentiana luteaPrimula veris(Kéry et
al., 2000),Ranunculus reptanéFischer et al. 2000) andircium dissectun{de Vere et al.,
2009). The selection against the deleterious allst®uld reduce progressively ID by purge
(Lande & Schemske, 1985). A deficit of heterozygaas observed for the plants assumed
without inbreeding. The presence of null allelealdexplain this result. A degree of selfing
in natural population is also possible as Zoera species (Armstrong, 2002). The level of
inbreeding in the natural populations of those E®eevas depending on the number of
flowers visited per plant. In the case ©f cyanusthe limitation of outcrossed pollen or the
loss of allele-S diversity, in presence of pollorat could lead a degree of selfing in natural
populations. The values of ID observed in our studgre probably underestimated
compared to natural environment which is more stoégArmbruster & Reed, 2005; Willi et
al., 2007). Indeed, in natural condition the difeces in the development and the mortality
rate between inbred and outcrossed progenies camvbe expressed because of the
competition (Mustajarvi et al., 2005%. cyanusis a species with a degree of pseudo self-
compatible individuals assumed in natural popufetioThis pseudo compatibility leads
inbreeding in natural populations causing a deangasf the fitness. Our results have shown
that a low inbreeding @) is not impacted by ID whereas, high inbreeding,§Fis strongly
affected by ID. Then, in natural population Gf cyanus it seems that a degree of self-
fertilization whatever the size of the populatienpresent and might explain the deficit of
heterozygous observed without assumed inbreedihg ifbreeding, if it remains low in
natural populations, should not influence the nemiahce of populations. By contrast, in
small and/or isolated populations the inbreedingffadent will increase causing an
augmentation of the extinction risk. The seeds amkd buffer the effect of the inbreeding
in the populations bringing some genetic diveragyin small and/or isolated populations and

then, slow down the ID.
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C- PERSISTANCE DES AKENES DE BLEUETS

ENFOUIES DANS LE SOL PENDANT 2,5 ANS ET
SUIVI DE LA GERMINATION ET DE LA
DORMANCE AU COURS DU TEMPS POUR DEUX
POPULATIONS
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1) INTRODUCTION

La banque de semences du sol est un des factefrdella compréhension de la
dynamique des populations végétales (Cabin et 1898). Elle représente une part
considérable de la diversitéa la coexistence des semences dans le sol (Silver&bverh,
2006). Par ailleurs, la persistance des sementes ees facteurs particulierement important
pour le maintien des populations au cours du tefRpes et al., 2002). Les agroécosystemes
sont des milieux fortement perturbés ou la pression la flore adventice des parcelles
cultivées est importante. Les perturbations frétegerfapport régulier d'intrants (engrais,
herbicides)) font de cet écosysteme un milieu osukvie des semences s’avere nécessaire
pour le maintien des especes. Des taxa avec uaeitéage survie courte sont susceptibles de
régresser rapidement dans ce type d’habitat oilidation du milieu change régulierement
(rotation des cultures) (Stocklin & Fischer, 199Bpans le cas des plantes annuelles, qui
représentent I'essentiel de la flore des agroétemses, la capacité de survie des semences est
importante a I'échelle locale car elle permet lenti@n des populations en cas d’échec de la
reproduction ou d’extinction locale (Saatkamp et @011). Les messicoles, espéces
commensales des moissons, sont actuellement taiphédée déclin de la diversité observée a
I'échelle planétaire (Gregorgt al.,2005). Parmi les taxa en voie de raréfaction, onvie
Ranunculus arvensis., Scandix pectin-veneris., et Centaurea cyanuk. (Sutcliffe & Kay,
2000).

Le bleuet Centaurea cyanus.) est annuel et entomophile. Il germe principsat en
automne et fleurit de mai a juillet. Cette esp&rgore commune dans les parcelles cultivées
au début du XX™ siécle, est actuellement en voie de raréfactiors d@uest de I'Europe
(Sutcliffe & Kay, 2000).C. cyanusposseéde un systéeme d’auto-incompatibilité empéchant
l'autofécondation et les croisements entre indigidgénétiquement prochesia la
reconnaissance d'alleles-S d’incompatibilité. Ddes cas des populations isolées, une
limitation du nombre de reproducteurs est susckeptib se produire au cours du temps ce qui
peut entrainer un échec de la reproduction pouwagrnier a son extinction. Dans cette
situation, la banque de semences du sol pourraé ferdurer des alléles-S limitant ainsi
I'échec de la reproduction et permettant le mamnte la population au moins a court terme.
L’étude de la persistance des akenes dans le testpdonc cruciale pour une meilleure
compréhension de la dynamique des populationseleets. Plusieurs méthodes existent pour
mesurer la capacité de survie des semences daokdent la datation au;&(Moriuchi et al.,
2000) ou I'enfouissement de semences (Telewski &g, 2002) qui permet de mesurer, en
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plus de la capacité de survie, le taux de gerninadu cours des saisons. Afin d’estimer la
persistance des akénes de bleuet dans la banged, dies akenes issus de deux populations,
la premiére récoltée en Bourgogne et la deuxiéseeige multiplication en parcelle jardinée,
ont été enfouis pendant 2,5 ans. Le taux de getimnat la survie des akenes ont été
mesureés une fois par mois afin de détermin€}. giyanusest une espéce a persistance courte

ou longue dans le sol et la saisonnalité de saigation.

2) MATERIELS ET METHODES

2.1 Origine des semences

La capacité de survie dans le sol d’akenes issuded& origines a été testée. La
premiére population a été récoltée, en juillet 20fhs une parcelle de colza se situant a
Epagny en Bourgogne. Les akénes de la deuxiéemelgtimmy) fournis par la société
Herbiseeds en 2007, ont été multipliés et récateparcelle jardinée entre juillet et aolt
2008. Ceux-ci pourraient étre utilisés comme réféeeinternationale bien que leur origine,
pouvant diverger d'une année a l'autre, ne soit gamue. Apres avoir été récoltés, les
akénes ont été stockés quatre mois a environ 208S bBumidité ambiante avant d’'étre
enfouis en décembre 2008. Aucune semence issueoioufCharentes, ou le bleuet est
actuellement en voie de raréfaction, n’a été églislans cette expérimentation ; la quantité

d’akenes nécessaire a cette expérimentation étgminportante.

2.2 Effet de la profondeur sur la germination dksraes

Une expérimentation effectuée au préalable sur ak@mes issus du premier lot
(Epagny en Bourgogne) et sur des semences proveinactement de la société Herbiseeds a
permis de déterminer la profondeur d’enfouisseragurtir de laquelle les akenes ne germent
plus. Les résultats ont ainsi montré que ceux-gnget et levent jusqu’a 8cm de profondeur
guel que soit la population étudiée. Au-dela, aecgermination n'a été observée. Le
maximum de germination est obtenu pour les semgraeges en surface et a une profondeur
de 0,5cm (Guillemin, données non publiées). Afiéviter toute germination une fois enfoui,

il a été décidé d’enterrer les akenes a 30cm demaeur.

2.3 Mise en place de I'expérimentation et enfounssd

246 sacs en Tergal contenant 100g de terre tanii®@eakenes et des étiquettes de

couleur pour différencier les deux populations étgt préparés. Trois répétitions de chaque
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population sont mises au fond de 40 paniers af@gtrel’ enterrés. Trois répétitions par
population ont été utilisées pour tester la capadé germination et la survie avant
enfouissement (TO). En décembre 2008, une trandb&Hcm de profondeur a été creusée a
la mini-pelleteuse dans les parcelles jardinéddBA de Dijon. Les paniers sont placés au
fond des tranchées, séparés d’environ 10cm lesdassautres, les tranchées sont ensuite
comblées avec la terre extraite. Les paniers canteles deux populations sont placés par
paire et repérés par un piquet.

2.4 Détermination de la capacité de survie des seg®

Une fois par mois, une paire de paniers choisiatailiement est déterrée (Figure 1). Les
sacs de Tergal sont ouverts et vidés sur un plateaderre est transférée sur un tamis de
800um pour un lavage sous l'eau. L’ensemble deseakest ainsi récupéré. L'’ensemble est
compté en séparant les akénes détériorés nonsir(iait) des akenes intacts. Ces derniers
sont mis en germination (Figure 2) dans des baikeBetri @ 14cm) contenant des tubes en
verre servant de réserve d'eau, une meche en ¢tauec le fond de la boite, du papier de
germination (Durieux®) et 45ml d’eau osmosée. Le#tds sont placées dans un module
climatisé (25°C Jour, 15°C Nuit, photopériode: 1Rbur, 12h Nuit). Les conditions de
germination utilisées sont celles qui se sont agoptimales pour le bleuet lors de pré-tests

(données non publiées).
Section 1 Section 2 Section 3 Section 4 Section 5

1527 |1/9 18] |13|3|5/24{2220( 8 |11| [23|16/ 63926/ 10| [12]25/7 21/ 4| |14)2829/1731/2 9| |19
Sud Nord

Figure 1: Disposition des paniers pour I'expérimentatiomkénes enfouies» avec dans
chaque section, 16 paniers enfouis. Le numéro degers correspond a l'ordre du tirage
aléatoire pour la date de prélevement. Les casssrmaanéro n'ont pas encore été déterrées.

Le nombre d’akénes germés (AG) pour chaque répetst compté une fois par semaine.
Apres trois semaines, de l'acide gibbérellique (A30,3g/l est ajouté dans les boites de
Petri. Aprés une semaine, un dernier comptage kksea germés est fait (akénes dormants,
AD) puis on effectue un test de viabilité (Figude 2 test de viabilité, aussi appel@ish test
(Sawma & Mohler, 2002) consiste a couper en despak&nes restants a lI'aide d’un scalpel.
Si un embryon de couleur blanche est présentkises sont alors considérés comme viables
(akénes pleins, AP). Si 'embryon est de couleurramaa noir ou si I'akéne est vide, ceux-ci

sont alors considérés comme non viables (akenes viaNV) (Figure 2). La capacité initiale
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(avant enfouissement) de germination avec et s#&® (@ proportion d’akénes viables non

germés et d’akenes non viables ont été détermpueagschaque population.

Population récoltée Population multiplice

Tr1 des semences
sortie de terre

o .
Akenes détériorés ",“ o3 Akenesentiers
> ANI {/ | o
Akénes germés a | ’enfouissement Mises en germination
- AGE

3 semaines apres

Akénes germés T
>AG L

Akénes dormants Test de viabilité
> AD T

Akeénes pleins o o0 & Akenes vides
> AP ' O "’ > ANV

Figure 2 : Détermination de la capacité de survie des akanecours du temps pour les deux
populations (récoltée et multipliée). Les akéneséritirés (moins ceux germés avant
enfouissement ou leur estimation AGE) ou akénesimtaits (ANI), sont séparés des akénes
intacts mis en germination. Apres 3 semaines, ¢épride des akénes germés est comptabilisé
(AG) et du GA3 est ajouté. Les nouvelles germinetigeront appelées akénes dormants
(AD). Un test de viabilité est alors fait, soit lakenes sont pleins avec un embryon viable
(AV) soit, ils sont vides ou ont un embryon nonblea(ANV).
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2.5 Analyse des données

Des courbes de tendance de moyennes ont été trafibede mettre en évidence la
capacité de germination et de dormance des akéaes ld temps. La moyenne des deux
premiers points de données correspond a la valepramier point de la courbe de tendance,
la moyenne des deuxiémes et troisiemes pointssponel au deuxieme point de la courbe de
tendance et ainsi de suite.

L’ensemble des régressions linéaires et des modeledinéaires ont été effectué avec le
logiciel XLSTAT 2011. Plusieurs modeéles non linéaiont été testes, celui ayant le meilleur
coefficient de corrélation de Pearson ajusté (Rdaemeilleure valeur du AIC (Akaike's
Information Criterion) sera défini comme étant ledale qui prédit le mieux nos données de

survie des akenes au cours du temps.

3) RESULTATS

Au moment de I'enfouissement des semences, lesitmored climatiques ont induit la
germination d’'un certain nombre d’akénes qui oétrétrouvés avec le radicule et I'épicotyle
des le premier prélevement, c'est-a-dire, un meiesal’enfouissement. De tels akénes
germés précocement situ ont été observes pendant plusieurs mois et rafigéianalyse.
Toutefois, apres plusieurs mois, une détérioratien I'état des akenes a été observée,
entrainant une impossibilité¢ de faire la différenestre les akéenes ayant initiés leur
germination au moment de I'enfouissement (AGE)eeixcnon viables ou morts qui se sont
détériorés au cours du temps (ANI) (Figure 3). Afenne pas surestimer la survie des akénes
au cours du temps, un nombre d’akénes germeés n{@y&Em) par lot (pour 100 akénes) a
été estimé sur les quatre premiers mois d’enfooissg soit 22,8 + 4,7 akénes germeés pour
la population récoltée et 18,2 + 4,8 akenes genpoés la population multipliée. La valeur
estimée du nombre d'akenes germés précocementauittraite aux 100 akénes initialement

enfouis pour chaque répétition au-dela du quatrigrois.
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Figure 3: Evolution du nombre de morceaux d’akénes dé#&sicetrouvés a la sortie de terre
au cours du temps (ANI + AGE) pour les deux poportest : récoltée (Epagny) et multipliée.

Les deux lignes représentent le nombre d’akénesi@emoyen sur 100 au moment de
'enfouissement (AGEm).

Le nombre total d’akénes non viables (ANVT) copwsd aux akenes détériorés

(ANI) et aux akenes vides (ANV) (Figure 2). Pouslate, la survie des akénes correspond au

nombre total d’akénes viables (AV=akenes germés)(A@kenes dormants (AD) + akénes

pleins (GP) / nombre total d’akénes - nombre dangaations a I'enfouissement AGE)
(Figure 2).
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3.1 Capacité de germination et de survie initiale

La moyenne du nombre d’akénes germeés avant et ajoat du GA3 est plus élevée
dans la population multipliée, avec pratiguemeaistfois plus d’akénes germés aprés ajout
du GA3 (Tableau 1). Par contre, la viabilité irdides akenes récoltés est plus élevée de 13%

par rapport a celle des akenes multipliés (Tablgau

Tableau 1: Pourcentage initial (& T=0) d’akenes germés (A@akenes dormants (AD),
d’akénes pleins (AP) et survie initiale (AG, ADASR) des populations récoltées (Epagny) et
multipliées avant enfouissement des akénes.

) Pourcentage d’akénes Pourcentage d'akenes Pourcentage d'akénes o
Populations ] ) _ _ Survie initiale
germeés sans Ga3 germés avec Ga3 viables non germés
récoltée 12% 4% 59% 75%

multipliée 15,3% 11,3% 35% 62%

3.2 Evolution de la capacité de germination et gevi® au cours du temps

Le nombre moyen d’akenes germés au cours du teanfgsen fonction du mois ou ils
ont été déterrés, avec une augmentation des gdiomsaentre juillet et novembre. Une
variation saisonniere marquée de la germinatiordest observée (Figure 4). Par ailleurs,
'ajout de GA3 permet d’augmenter le taux de geation de 0 a 0,13 pour la population

multipliée et de 0 a 0,22 pour la population ré®lfFigure 4).
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Figure 4: Evolution de la proportion d’akenes germés (A€)dormants (AD), de la
proportion d’akenes pleins (AP) et non viables (AN fonction du temps d’enfouissement
des semences (le temps est exprimé en mois), pdarpapulation récoltée b) la population
multipliée. Une courbe de la moyenne mobile estégapour les deux populations pour la
proportion d’akenes germés (AG) et la proportioakéhes dormants (AD+GP).
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L’évolution du taux de survie au cours du temp&GHAD+AP/ nombre total
d’akénes - AGEm) montre une différence entre lasxgmpulations. Les akenes issus de la
population multipliée ont une capacité de survigale (a TO) plus faible que ceux issus de la
population récoltée (Figure 5 et Tableau 1). Payrdpulation multipliée, pendant 13 mois, la
survie des akénes ne varie pas avec un taux dee saoyen de 0,58+0,07. Au-dela (a partir
du 14™® mois), il est possible de calculer une régrestiwaire significative (Survie=0,88-
1,90.E%%*mois ; R? ajusté=0,32 et p=0,01). Le modéle narédire qui prédit le mieux
I'évolution de la survie des akénes enfouis au £durtemps montre une dynamique similaire
avec une chute de la capacité de survie d’abosdf#ible mais qui s’accélere apres 12-15
mois (Figure 6). Pour la population récoltée, pemdad mois, la capacité de survie des
akénes est de 0,78+0,05. Aprés (& partir di"2Bois), elle diminue significativement
(Survie=0,83-3,884%*mois ; R2 ajusté=0,14 et p=0,04). Au dela di™%nois, la capacité
de survie des akénes récoltés passe sous le esUiD&. Le modéle non linéaire qui prédit le
mieux I'évolution de la survie des akenes enfowiscaurs du temps marque clairement la
rupture vers le 22-23éme mois (Figure 7). AG™mois, environ 18% des akénes issus des

deux populations sont encore viables (Figures §.& 7

1.0
—a— Population récoltée

«««dA... Population multipli¢e

08

g
&
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Figure 5: Evolution de la capacité de survie (AG+AD+ARBE+AD+AP+ANV)) en
fonction du mois de déterrement des akénes pourdés< populations : récoltées et
multipliées.
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(Y=A/(1+(x/B)*C)) qui prédit le mieux I'évolution @ la survie des akenes multipliés est
donné ainsi que la valeur du coefficient de Peasgastée correspondante.
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Figure 7: Evolution de la capacité de survie des akensssigle population récoltée en
fonction du temps d’enfouissement (en nombre desmoie modele non linéaire
(Y=A/(1+(x/B)*C)) qui predit le mieux I'évolutionella survie des akenes récoltés est donné
ainsi que la valeur du coefficient de Pearson épusbrrespondante.
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La capacité de survie des akenes issus des piopslagcoltées et multipliées suit le
méme type de modéle de décroissance avec une uneitterrélation des données au modele
pour la population récoltée. La survie initiale adte population est plus élevée de 20% et
reste stable 10 mois de plus par rapport a la ptipal multipliée. Par contre, la décroissance

de la survie est plus rapide pour la populatiooltée (Figures 6 & 7).

4) DISCUSSION

Une variation saisonniére de la germination esexté® au cours du temps avec un pic
entre le mois de juillet et le mois de novembres germinations ne sont pas nulles les autres
mois avec, par exemple, des valeurs élevées eref@009. Par ailleurs, l'intensité et la
durée du pic de germination entre aolt et noversbiné plus importantes que celles du mois
de février. Ces résultats correspondent a ceuxadsen milieu naturel, a savoir une cohorte
majoritaire qui germe en automne et une autre rédau printemps. Ces résultats ont éte
confirmés par I'étude sur la phénologie du bleuetomction de la culture et du compartiment
de l'agroécosysteme ou deux cohortes de germinatiinété observées, une d’automne
(levée en novembre) et une au printemps (levée@h @hapitre 2.D).

La survie des akenes d€. cyanus commence a chuter environ deux ans apres
'enfouissement pour la population récoltée (Epagegit apres deux saisons de germination.
Dans le cas de la population multipliée, la suretenmence a baisser aprés une annee
d’enfouissement. Dans une expérience comparablesufaie des akénes de plusieurs
adventices a été mesurée pendant 2,5ans d’enfméssedans le sud-est de la France
(Lubéron). Aprés ce laps de temps, entre 0 et 26%oatkenes de bleuet mesurés restaient
viables (Saatkamp et al., 2009) ce qui concorde ags résultatsC. cyanudait donc partie
des espéces messicoles avec une persistance daitdele sol au méme titre g@aucalis
platycarpos Nigella dasmascenaet Vaccaria hispanicatrois autres messicoles rares.
Plusieurs facteurs peuvent expliquer la chute deiteie des semences au cours du temps tels
gue l'augmentation du taux d’humidité qui amplifes risques d’attaques par des agents
pathogenes (Schafer & Kotanen, 2003), le vieillisset des semences (Priestley, 1986) ou
des germinations trop profondes sans émergenceléagp@ussi germinations suicides
(Benvenuti et al., 2001; Traba et al., 2004). Dasctéristiques phénotypiques des semences
peuvent aussi influencer la capacité de surviealéses telles que I'épaisseur du tégument
(Gardarin et al., 2010) ou bien la taille de I'a&équi serait positivement (Bekker et al., 1998)
ou négativement (Moles & Westoby, 2006) corrélda persistance dans le sol. A I'opposé,

88



des messicoles commalonis annuaCarthamus lanatusu Bupleurum rotundifoliunont un
niveau de survie supérieur a 90% aprées 2,5anski@aptet al., 2009). L'identification des
especes avec une persistance a court et a long sstimportante pour la compréhension de
la dynamique des populations et du maintien degoesprares dans le milieu. Dans les
agroécosystémes, les habitats peuvent rester dafdgs plusieurs années pour une espece a
cause des rotations de cultures. Dans ce type bieumiine espéce ayant une persistance
faible des akénes sera donc désavantagée etesemsellement régulier du stock semencier,
le risque d’extinction locale augmente.

Une différence de capacité de survie entre leg gepulations testées a été observée.
Les akenes issus de la population multipliée ontaux de survie initial plus faible et qui
commence a chuter plus rapidement (au cours déé"faﬁnée), et le taux de germination est
plus faible que pour les akénes issus de la papnlagécoltée. Ces différences inter-
populations pourraient étre dues aux conditiondteéiotion et de maturation des akenes
puisqu’ils sont issus directement du champ sandiptichtion d’homogénéisation. Il est
possible qu’un certain niveau de consanguinité gait ailleurs, présent dans la population
multipliée issue de conditions contrélées. La penénce plus faible de cette population
pourrait donc provenir de la dépression de consaitguvoir Chapitre 2.D.II). Celle-ci est
définie comme une diminution de la fithess desviialdis issus d’autofécondation par rapport
a ceux issus de croisements. Elle apparait avegrantation du taux d’homozygotie
(consanguinité) et est due a la combinaison déetealblélétéres et/ou Iétaux (Charlesworth &
Charlesworth, 1979).

Une graine dormante est définie comme n’ayantlpampacité de germer sans une
combinaison de facteurs physiques et environnememai sont favorables a sa germination.
Une fois I'ensemble des conditions nécessaireseptés, la dormance est levée (Baskin &
Baskin, 2004). Une dormance secondaire peut sequrichez les especes ayant une
dormance peu profonde. Elle est souvent assocée lawcycle annuel de dormance dans la
banque de semences du sol (Fenner & Thompson, .2D@5%Jormance secondaire apparait
lorsque les conditions nécessaires a la germinate@sont plus favorables. Elle peut étre
induite et perdue plusieurs fois en fonction deangements de saisons (Finch-Savage &
Leubner-Metzger, 2006). Dans le casdviiessembryanthemum nodifloryome espéce présente
dans les déserts, la dormance secondaire a été&emazen pendant plus de trente ans
(Gutterman & Gendler, 2005). Dans notre étude, A8 Gemble avoir peu d’impact sur la
germination deC. cyanusau cours des saisons. Par ailleurs, les variasais®nnieres du taux

de germination observées tendent a montrer quieletest une espece avec une dormance
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principalement de type physiologique et peu proflige aux changements de saisons. Cette
périodicité lui évite de germer en abondance aontgmps dans les cultures d’hiver bien
installées et étouffantes, comme on le verra dampsitie C. Par ailleurs, dans les cultures de
printemps, la floraison des bleuets sera rapideinérée par la longueur du jour (donnée non
publiées de H. Darmency), ce qui donne lieu a thasgs chétives et peu productives.

Le bleuet est une espece avec une persistanagtaemne des akenes dans le sol. Ce
résultat est observé pour des individus issus dépiication en parcelle jardinée et pour des
akénes résultant de récoliassitu (Bourgogne ou Lubéron). Des akénes issus de falekm
France devraient dona,priori, suivre la méme dynamique de germination et de@esunéme
si une vérification de cette hypothese semble é&oes Or, dans un contexte de maintien de
cette espece dans l'ouest de la France, la fadpadité de survie des akenes dans le temps
pourrait étre problématique. En effet, le bleudtirfodé a I'agroécosysteme, habitat en
perpétuel changement da a l'alternance des pratiquey sont réalisées (apport d’intrants,
succession longue et diversifiée des culturesairai sol). Avant la mécanisation, le tri des
semences et I'usage d’herbicides, les parcellésnéteégulierement favorables au bleuet ; les
akénes n’avaient donc pas la nécessité d’avoirfarie persistance dans le sol pour que
'espece puisse se maintenir dans I'agroécosyst@etaellement, les parcelles sont, en plus,
exposées a des changements de pratiques cultphadeséquents, les rendant défavorables a
la germination et a I'établissement @e cyanus Néanmoins, malgré un déclin rapide de la
capacité de survie, la quantité d’akenes viables ¢k sol reste non négligeable aprés 2,5ans.
Afin de déterminer si la survie continue de chutersi le taux de mortalité fini par atteindre
un plateau, laissant ainsi une quantité non néglhige d’akénes viables dans le stock
semencier au cours du temps, il est nécessairametériser la dynamique de survie des
akénes au-dela des 2,5ans. Ainsi, si une propomonnégligeable d’akenes persistent dans
le sol plusieurs années, cela pourrait étre suifipaur permettre le maintien des populations
de bleuets au cours du temps dans l'ouest de tec€ra

Remarquons enfin que Saatkamp et al. (2011) obserg persistance plus élevée des
espéeces a germination lente alors que celles airggion rapide commAgrostemma githago
et Vaccaria hispanicant un taux de survie qui chute rapidement. Lozdgs conditions sont
favorables a une espéce, si les semences n’inifj@st la germination suffisamment
rapidement, elles devront rester viables jusqu’préechaine opportunité. Le bleuet, espéce a
persistance faible du stock semencier, est probedie une espéce a germination rapide

(Saatkamp et al. (2011). Cette caractéristiqugpdumettrait des qu’elle est en capacité de
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germer d’accomplir systématiquement son cycle aleamécolte de la culture, ce qui peut

aussi aider a le maintenir.
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D- LEVEE, CROISSANCE ET REPRODUCTION

DU BLEUET DANS DIFFERENTS MILIEUX DU
PAYSAGE AGRICOLE BOURGUIGNON.
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1) INTRODUCTION

Un déclin de la diversité biologique est actuellatmebservé a I'échelle de la planéte
(Gregory et al, 2005). Les agroécosystemes foritepdes milieux les plus touchés par cette
raréfaction (Robinson & Sutherland, 2002) alorsilgu'eprésentent entre 24 et 38% des
ecosystemes actuels terrestres (Millennium Ecosy#gesessment, 2005). L'intensification
des pratiques agricoles depuis les années 50 estleasprincipales causes de ce dédgkn
une simplification des rotations, une diminutionlaeliversité des cultures et un apport quasi-
systématique d’engrais et de pesticides dans leslfes. De plus, ces changements ont
morcelé les populations, entrainant une perte desectivités entre les populations, un
isolement spatial (Lienert & Fisher, 2003; Trakler et al, 2005), et de ce fait, une
diminution de la diversité génétique (Young etl#l99) pouvant mener jusqu’a 'extinction
de la population. Dans les agroécosystemes, lendést plus important chez les espéces
animales ou végétales inféeodées au milieu. En,aftet especes encore communes dans les
agroécosystéemes il y a 50 ans, sont maintenantoen de raréfaction. C’est le cas, par
exemple, de certaines especes d’'oiseaux spécatistenilieu agricole dont les effectifs ont
fortement diminué en Grande Bretagne (Donald et28106). Certaines especes végétales
messicoles (commensales des moissons) telleikgoenculus arvensis., Scandix pecten-
venerisL. ou Centaurea cyanus$. sont aussi actuellement en régression dangsiode
I'Europe (Sutcliffe & Kay, 2000).

L’étude de la flore adventice des champs monteelgyarcelle et son environnement
direct hébergent des flores plus ou moins typigiaghes, avec des espéces spécialistes qui
ne se trouvent que dans un habitat, et d’autraguisbes, observées dans tous les milieux.
Quatre principaux compartiments peuvent ainsi @&feis (Greaves & Marshall, 1987 ; Fried
et al., 2008 ; Cordeau, 2010) :

- La zone centrale du champ, ou plein champ, fortérperturbée par les pratiques
agricoles ;

- Les premiers metres de la parcelle, ou fourrieussiaperturbés par les pratiques
agricoles avec, en plus, un tassement du sol,ales moins réguliers et souvent un
peuplement cultivé hétérogéne ;

- L'interface, entre la derniére rangée de la culetria limite extérieure de la parcelle,
est une zone de transition avec un travail du salsnpas semée et pas ou peu

désherbée ;
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- Les bordures de champs sont en dehors des lingtés plarcelle, telles que les haies
ou les bordures herbacées.

Les bordures herbacées et les interfaces des shanpoffrant un habitat moins perturbé,
sont souvent considérées comme des zones refugescpaaines especes initialement
inféodées a la parcelle cultivée (Fried et al.,8)00a répartition des especes dans le paysage
agricole et leurs réponses aux stress anthropipessettent de mieux comprendre quelles
sont les caractéristiques biologiques responsahledéclin ou de la réussite d'une espéce
dans un des compartiments de I'agroécosysteme {®irair, 2002).

Le bleuet,Centaurea cyanus&., est une espece annuelle et entomophile qui germe
principalement en automne et fleuri de mai a j@n.le retrouve, ainsi, essentiellement dans
les cultures d’hiver telles que le blé, I'orge,delza ou la moutarde. C’est une messicole
inféodée au milieu de la parcelle cultivée, commanelébut du XX™siécle et actuellement
en voie de raréfaction dans l'ouest de I'Europetcl8fe & Kay, 2000). Principalement
présent dans linterface et la fourriére, il estsewé en densité plus faible et moins
frequemment dans le plein champ, rarement danbdetures des champs (haies, bordures
herbacées) (observations personnelles). Afin dexxreemprendre les causes de ses limites et
de sa raréfaction dans les paysages agricoles,avons cherché a déterminer les facteurs qui
influencent son succés dans un compartiment pgorg@ un autre. Ainsi, des akénes de
bleuet ont été semés dans les quatre compartirfrtture herbacée, interface de la parcelle,
fourriere et plein champ) de deux cultures d’hil@é et moutarde). Des mesures de traits ont
ete effectuées au cours du temps, entre la pédadsemis de la culture et sa moisson. Les
traits correspondent ici a des mesures morpholegigunombre de feuilles, de capitules,...) et
phénologiques (date de la levée, date de la flomqigViolle et al., 2007) qui peuvent varier
en fonction des conditions liées aux différentseni et pourront ainsi expliquer, en partie,
les raisons de la réussite ou non du bleuet dangliféérents compartiments du milieu

agricole.

2) MATERIELS ET METHODES

2.1 Origine des akénes et site d’expérimentation

Les akenes utilisées ont été récoltés en 2008 wianparcelle de colza a Epagny en Cote
d’'Or, puis conservés a 20°C au sec. Les bleuetsetintsemés en 2009 sur le Domaine

expérimental de I'INRA d’Epoisses (Céte d'Or) qu situe a 15km au sud de Dijon et
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représente une surface de 125ha, soit environ ré@leEs en 2009-201@. cyanusn’est pas

présent sur le Domaine expérimental.
2.2 Plan expérimental

- Eléments du paysage

Le bleuet a été semé dans deux parcelles, uneedet bine de moutarde, choisies sur le
domaine. Quatre éléments de I'agroécosysteme érétetliés pour chaque culture, dont trois
sont des compartiments de la parcelle agricolerfate, fourriere et plein champ) et un est
attenant a celui-ci (bordure herbacée).

La bordure herbacée (BH)est un habitat large de 50cm a 1m, entre la reuta parcelle
(Figure 1). Les BH des deux cultures ne sont paslaires. Celle du blé, avec une forte
densité de couvert et sans zone de sol nu, étadipalement composée de Monocotylédones.
La BH de la moutarde, avec une densité de couvest faible, des zones de sol nu et un
tassement régulier du sol, était principalementpmsée de Dicotylédones.ihterface (I) se
situe entre la limite de la parcelle et la premienegée de semis. Généralement, ce milieu est
celui avec la richesse spécifique la plus élevéss dia parcelle cultivée. Liurriere (F) se
situe dans les 6 premiers metres du champ et aaiément une richesse spécifique plus forte
gue le plein champ. Lplein champ (PC)représente la zone centrale de la parcelle daest
zone avec la richesse spécifique la plus faible@ret al., 2007).

- Mise en place

Chaque culture a été découpée en 4 blocs, eux-nmdimesds en 4 sous-blocs en fonction
du compartiment étudié. Dans chacun de ces sogs;ldo bleuet a été semé sur 15 points,
séparés les uns des autres de 70cm. La présenne dermination de printemps ou
d’automne sur un point donné, et donc, le nombrelaete par cohorte dans un sous-bloc, est
un évenement aléatoire. Les akénes ont été sefdsed 12m de I'entrée du champ pour la
fourriere et le plein champ respectivement (Figd)e La profondeur de semis a été
déterminée suivant les résultats d'une expérimiemtajui a testé le taux de germination en
fonction de la profondeur sur les mémes lots d’'akerLes résultats ont montré que le
maximum de germination est observé avec les akpla®s en surface ou a 0,5cm de
profondeur (Guillemin, non publié). Les bleuets alinc été semés entre 0,5-1cm de
profondeur, une semaine apres la culture, soi6lectobre pour la moutarde et le 28 octobre
2009 pour le blé. Un groupe de 25 akénes par po@té semé. L'itinéraire technique est resté
celui habituellement utilisé pour ces cultures,egé I'absence de traitements herbicides dans

les champs et I'absence de fauche dans la BH afilindter la mortalité. Dans cette partie,
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nous nous sommes intéressées aux différences phénas des individus en fonction du

compartiment et de la culture.

CULTURE (blé/moutarde)

SCQUS-BLOC 15 bleuets
- Plein champ 3o S | > > S— 3 x 3 X IS— >3 > SN

12m

SOUS-BLOC

- Fourriére P s SN ¢ ], T < S— Fxexs x SR Ect ks SR »

5m

SOUS-BLOC [ 4_ J_‘ | L

> Interface —l $38363 2 S Fcd s  S— D (2 — )
SOUS-BLOC J J J ‘ 4

>Bordure herbacée E% <2 S | E 3 xs S 38383 -8 Im ,,,,,,,,,,,,,,,,,

T

BLOC 1 BLOC 2 BLOC 3 BLOC 4

Figure 1: Plan de I'expérimentation pour une culture @lémoutarde). Celle-ci est séparée
en quatre blocs, eux-mémes divisés en quatre doas-Buivant le compartiment étudié
(bordure herbacée, interface, fourriere et pleiangh). A l'intérieur des sous-blocs, des
bleuets sont semés sur 15 points (signalés pacmaid. Sur un point de semi, la présence
d’un individu d’'une cohorte de printemps ou d’autenest un événement aléatoire.

2.3Mesures effectuées

-  Taux d’établissement et d'arrivée au stade adulte

Les dates de levée ont été suivies et comptahsliséemois d’octobre 2009 au mois
d’avril 2010 (observation de possibles cohortesledge). La date de levée correspond a
l'apparition de la premiére plantule. Les levées quat émergées par la suite ont été

systématiqguement retirées. En ce qui concerne hort® de printemps, I'objectif était
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d’obtenir, pour un compartiment, un effectif équérd a celui de la cohorte d’automne.
Ainsi, si une plantule leve au printemps a cétéhd’automnale, I'automnale est retirée. Cette
opération est réalisée jusqu’a obtention d’'un namdguivalent de plantules pour les deux
cohortes dans un méme compartiment. Le taux diésdvhent estimé pour un milieu
correspond au nombre de levées observees (préaeserte d’au moins une levée sur un
point de semis) dans les quatre blocs de chaquereydar le nombre total de points de semis,
soit 60. Le taux d’'arrivée au stade adulte a aésiestimé et correspond au nombre de
plantes qui atteignent la floraison avant la maissor le nombre total de points ou il y avait
une levée de la cohorte correspondante.

- Croissance

A partir de la sortie de I'hiver (mars), la surfate la rosette (rayon le plus grandayon
le plus petitx ©) et le nombre de feuilles par plante ont été einQuatre mesures de
croissance ont été réalisées : le 10/03, le 162023/04 et le 29/04/2010. Lors de la premiere
mesure, les cohortes de printemps n’étaient pazempeesentes. Quatre mesures ont donc éte
effectuées sur les cohortes d’automne et seuletr@gatont été faites sur celles de printemps.
Une semaine avant la moisson de la culture, ledgsdasont prélevées pour mesurer la hauteur
et le poids sec de chaque plante.

- Succes reproducteur

La date de floraison a été notée et correspondpgdrition du premier bourgeon floral.
Une semaine avant la moisson, 10 capitules pateplamt été récoltés et ensachés afin de
compter le nombre total de fleurs (non comprisflesrons stériles) par capitule, le nombre
de fleurs non fécondées, le nombre d’akénes pdiile nombre d’akénes avortés.. Le
nombre moyen d’akenes par fleur correspond au neilbkenes produits par capitule divisé
par le nombre total de fleurs par capitule. Les Im@® de capitules grainés ou en fleurs, et
leur total, ont été déterminés pour chaque plante.

2.4 Analyses de données

Le dispositif expérimental a été fait suivant uspdt-split plot », soit un montage ou
I'expérience est subdivisée en deux niveaux. Ailes, différentes modalités d’un premier
facteur sont réparties en deux champs et corresporadl type de culture (blé ou moutarde).
A Tlintérieur de ces champs quatre répétitions,bbacs, ont été définies. Les difféerentes
modalités du deuxieme facteur sont attribuées aug-blocs et correspondent aux différents
compartiments du champ (bordure herbacée, interfaceriere et plein champ). Enfin, au
sein de ces sous-blocs, le troisiéme facteur gsirtiéaléatoirement selon le type de cohorte
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levée (printemps ou automne). L'effet des difféesninodalités (cultures, compartiments et
cohortes) sur les traits mesurés a été testé aneANOVA et une comparaison par paire de
Tuckey sur la base des valeurs par bloc. La valeuF de Fischer pour I'effet culture est
déterminée par rapport a I'erreur sur les grandss(1*3 ddl), et pour 'effet compartiment
par rapport a I'erreur sur les sous-blocs (2*3*8.ddes différences de surface de la rosette et
de nombre de feuilles par plante ont été compardesde d’'une ANOVA a mesures répétées
ou la date de mesure correspond au facteur répetdqc, le sous-bloc, la date et la cohorte
représentent les effets fixes. L'analyse en commesaprincipales (ACP) a été faite en
fonction de la culture et du compartiment sur lekeurs individuelles, pour chaque cohorte
séparément. Les individus sont placés sur les arefnction de la corrélation (Pearson)
entre les traits (nombre total de capitules, |poapde la biomasse par la hauteur des plantes,
le nombre de jours séparant la levée de la flonaionombre total de fleurs par capitule et la
proportion moyenne d’akenes par fleur). Une ANOWAvEe d’'une comparaison par paire de

Tuckey a ensuite été faite sur 'axe 1 et 2 de PAC

3) RESULTATS

3.1 Taux d’établissement et d'arrivée au stade &dul

Que ce soit dans le blé ou la moutarde, deux cehale bleuets ont été observées :
une s’établissant a 'automne et une, moins impbetaau printemps. Un mois apres avoir été
semeées, les semences de la cohorte d’automnewinsdit pendant la semaine 47 pour la
moutarde soit la semaine 48 pour le blé (année)2@¥les de printemps, quant a elles, ont
toutes levées pendant la semaine 13 (année 20m8)leldlé. Dans la moutarde, des levées
ont été notées entre les semaines 13 et 15. Led@teblissement varie en fonction de la
culture, du milieu mais aussi de la cohorte. Glebadnt, pour le blé, le taux d’établissement
du bleuet en BH est presque nul puis augmente dhtterface et le plein champ
(BH<I<F<PC). Le taux d'établissement suit la méngpartition pour les cohortes de
printemps, avec une absence complete dans la BH<PE). En automne, le taux
d’établissement dans la fourriere est légéremens m@levé que celui du plein champ
(BH<I<PC<F) (Tableau 1). Pour la moutarde, le taldtablissement des automnales reste
supérieur a 0,45 avec I<BH<PC<F alors que pouptieganieres, il ne dépasse pas 0,27 avec
F<BH<I<PC. Ainsi, le taux d’établissement total t@ane + printemps) est toujours

supérieur a 0,5 avec I<BH<PC<F. (Tableau 1).
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Le taux d’arrivée au stade adulte est plus éleez dbs cohortes d’automne quel que soit
la culture et le milieu. Les cohortes de printerdpss la moutarde ont une survie juvénile

supérieure a celle dans le blé (Tableau 1).

Tableau 1: Taux d'établissement (TE) et de survie juvéfiiembre de plantes ayant atteint

la floraison/nombre total de levées) en fonctiontghe de cohortes (printemps et automne)
par culture (blé et moutarde) et par milieu (BHordure herbacée, | : interface, F : fourriere

et PC: plein champ). Les taux cumulés de plantaisliés et arrivées au stade adulte sont
donnés (cohortes d’automne et de printemps) ertionde la culture et du compartiment.

Automne Printemps Cumul
Milieux TE Arrivée au Arrivée au Arrivée au
stade adulte stade adulte stade adulte

BH 0,03 1 - - 0,03 1

| 0,15 0,56 0,05 0 0,2 0,42
Blé

F 0,5 1 0,27 0,56 0,77 0,85
PC 0,45 1 0,45 0,3 0,9 0,65
BH 0,55 1 0,12 0,57 0,67 0,93

| 0,45 1 0,13 1 0,58 1

Moutarde

F 0,83 0,94 0,1 0,83 0,93 0,93
PC 0,55 0,94 0,27 0,56 0,82 0,82

3.2 Croissance

- Suivi du nombre de feuille et de la surface de&ette:

D’'une maniere générale, il n'y a pas d’effets dmpartiment, de la cohorte et de la
date de mesure sur le nombre de feuilles danséletbla moutarde, sauf pour I'interaction
cohorte*compartiment. Au contraire, seule l'intdéraic cohorte*date n’a pas d’impact sur la
surface de la rosette dans le blé et la moutardeléau 2).

Dans le blé, la surface de la rosette et le nomereuilles restent faibles, que ce soit pour
les cohortes d’automne ou celles de printemps, éaokition marquée au cours du temps.
Seuls les individus issus des cohortes d’automna éeet du PC sont plus développés et ne

semblent pas avoir terminé leur croissance loda derniére mesure (Figures 2 & 3).
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Tableau 2: Effets blocs, du compartiment, de la cohorte, laledate de mesure et des
interactions sur la surface de la rosette et lebwende feuilles en fonction de la culture de
départ. Comparaisons faites suivant une ANOVA aumassrépétées. Le degré de liberté du
numérateur (Num ddl), le degré de liberté du dénateiur (Den ddl), le Fischer observé (F)
et la p-value (Pr > F) sont donnés.

MOUTARDE BLE
Variables Effets ggnl_] DDSE F Pr>F BBT DDSE F Pr>F
Compartiments 3 82 8,28 <0,001** 4 56 111,72 <0,001***
Cohorte 1 82  130,20<0,001*** 1 56 962,24 <0,001***
Surface Date 3 82  143,22<0,001*** 3 56 149,72 <0,001***

de la
rosette | Compartiments*cohorte 3 82 6,06 0,001** 2 56 90,27 <0,001***

Compartiments*date 9 82 9,11 <0,001% 5 56 32,24 <0,001***

Cohorte*date 2 82 0,09 0,91 2 56 2,02 0,14

Compartiments 3 82 1,94 0,13 4 56 1,40 0,25

Cohorte 1 82 1,36 0,25 1 56 0,54 0,47

Nombre Date 3 82 0,87 0,46 3 56 1,35 0,27
de

feuilles | Compartiments*cohorte 3 82 3,05 0,03* 2 56 5,54 0,01*

Compartiments*date 9 82 0,73 0,68 5 56 1,23 0,31

Cohorte*date 2 82 0,26 0,77 2 56 0,17 0,84

* wx Rk gignificatif a p<0.05, p<0.01 et <0.0D, respectivement

101



Nombre de feuilles

Figure 2: Nombre de feuilles des bleuets en fonction dddte de mesure (1: 10/03, 2 :
16/04, 3: 23/04 et 4: 29/04), du compartiment (Bbbrdure herbacée,
fourriere et PC : plein champ) et de la cohortdq@me ou printemps) dans une culture de
blé. Le test de comparaison est une ANOVA suivisd’ comparaison multiple par paire de

60 1

PN
<
1

207

Tuckey, significativité a<0.05.

Surface de la rosette (cm?)

Figure 3: Surface de la rosette des bleuets en fonctiola diate de mesure (1: 10/03, 2:
16/04, 3: 23/04 et 4: 29/04), du compartiment (Bbbrdure herbacée,
fourriere et PC : plein champ) et de la cohortdg@ame ou printemps) dans une culture de
blé. Le test de comparaison est une ANOVA suivignd’comparaison multiple par paire de
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Dans la parcelle de moutarde, les cohortes deepnipg ont moins de feuilles et de plus
petites rosettes que celles d’automne, sans éenluthiarquée au cours du temps. La
croissance est la plus importante en | de la mdatéfigures 4 & 5). Par allleurs, le stade
atteint fin avril par les plantes levées au prirerast équivalent au stade observé au 10 mars

pour les plantes issues des levées d’automne @9gu& 5).
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Figure 4. Nombre de feuilles des bleuets en fonction dddte de mesure (1: 10/03, 2 :

16/04, 3: 23/04 et 4: 29/04), du compartiment (Bbbrdure herbacée, |: interface, F:
fourriere et PC : plein champ) et de la cohortdg@ame ou printemps) dans une culture de
moutarde. Le test de comparaison est une ANOVAiswiune comparaison multiple par

paire de Tuckey, significativité@&<0.05.

103



BH I F PC

Automne Printemps| Automne Printemps| Automne Printemp Automne Printemps
a bed
abg <
1000 - T o o
(=]
I I ! !
I ol ! |
800 [ [ [ abe |
o oy 7! bed abe |
£ [ il b 7| @ |
2 i T T o
2 . 1 i abed | . :
3 600 - ode - | ] Vi ° !
S T i i TTI - !
o Pl ! P! P T
= b P ° : b oo
g 400 1 Iy L I .
w— 1 | - : . .
5 | oo i
A — 0 ] - : ;
P ' - | Y ;
' H 4 i E : 3 oo
: I | - ' || [ [
200 H g - & T o
I I P - :
. | | il e - vl
c e o|= i et b T o 4
= A = o gl A S8l % L .
o0 4 TrHY e o CodF, . °leafSe B-E0-2-3
I I I III I I I I I!I I I I I!I I | I I I I?I I I
1 2 3 4|2 3 4|1 2 4|2 1 2 3 412 3 411 2 3 4|2 3 4

I I
3 4
esures au cours du temps

g u-

Figure 5: Surface de la rosette des bleuets en fonctiola diate de mesure (1 : 10/03, 2 :
16/04, 3: 23/04 et 4: 29/04), du compartiment (Bbbrdure herbacée, |: interface, F:
fourriere et PC : plein champ) et de la cohortdg@ame ou printemps) dans une culture de
moutarde. Le test de comparaison est une ANOVAiswiune comparaison multiple par

paire de Tuckey, significativité&0.05.

Pour la derniére date de mesure (date 4) en Bhiprgbre de feuilles (entre 5 et 309
feuilles) et la surface de la rosette (entre 2,436,4 cm?2) varient fortement pour les individus
de la moutarde (Figure 5). Quant a la BH du bléleseent deux individus se sont installés. Il
n’est donc pas possible de conclure pour ce comient.

La surface de la rosette des cohortes d’automret pas différente entre le blé et la
moutarde pour un méme milieu, a I'exception de Eh effet, dans ce compartiment, les
bleuets de la moutarde ont une plus grande rof®ti&6 cm?2 pour la moutarde contre 29,6
cm? pour le blé, ANOVA, p<0.001). Les plantes d& 1§813,3 cm? dans la moutarde et 296,5
cmz? dans le blé) et du PC (295,6 cm2 dans la mideiter 312,7 cm2 dans le blé) ont la méme
taille de rosette. Celle-ci est toujours plus petit différente des automnales chez les cohortes
de printemps quel que soit la culture et le milteucroissance des plantes. Le nombre de
feuilles des cohortes d’automne, au moment defai@e date de mesure, est différent entre
le blé et la moutarde quel que soit le milieu. Gelest systématiquement plus élevé dans la
moutarde (252,1 en I, 129,2 en F et 97,3 feuille$€ contre 11,2 en |, 26,2 en F et 41,4
feuilles en PC, ANOVA, p<0.0075). Chez les cohodegrintemps, le nombre de feuilles ne
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varie pas quel que soit la culture ou le miliensfallation et il n"apparait pas différent des
cohortes d’automne dans le blé.
- Rapport entre la biomasse et la hauteur de lagEunmoment des moissans

Une forte hétérogénéité des valeurs moyenne dwrapptre la biomasse et la hauteur
des plantes dans la BH de la moutarde (rapport mpge bloc allant de 0,01 a 0,81 pour les
cohortes d’automne) est observée tandis que, @obtél, seules deux plantes ont réussi a
s'installer. Il n’est donc pas possible de conclwer ce compartiment. Concernant les autres
sous-blocs, I'ensemble des plantes issues de larteotte printemps ainsi que celles issues de
la cohorte d’automne dans le blé ont le méme rdapgure la biomasse et la hauteur. Les
plantes levées en automne dans I'l de la moutavde les plus grosses et les plus hautes.
(Figure 6).

1.4
Cohorte d’automne:

Hl Moutarde
1 Ble

Cohorte de printemps:
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Rapport d entre le poids sec de la plante et sa

Figure 6: Rapport entre la biomasse et la hauteur degsgdame semaine avant la moisson
de la culture, en fonction de la culture (moutaedeblé), du compartiment : interface (I),

fourriere (F) et plein champ (PC)) et de la cohdaetomne et printemps). Le nombre de
plantes mesurées est donné sous les histogrammegstide comparaison est une ANOVA
suivie d’une comparaison multiple par paire de Byglsignificativité an<0,05.
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3.3 Succes reproducteur

- Floraison:
La durée séparant la levée de la floraison du blepesl que soit la culture ou le
milieu, est plus courte pour les cohortes de pmipie avec un temps de développement plus
court (de 22 a 75 jours). Concernant les cohoriastaimne, le temps entre la levée et la

floraison est le méme quel que soit l'origine diesfes et varie de 151 a 204 jours (Figure 7).

o 200 a
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Figure 7 : Nombre de jours séparant la levée et la florado bleuet en fonction de la sous-
parcelle (bordure herbacée (BH), interface (I),rfiéwe (F) et plein champ (PC)), de la
cohorte de levée du bleuet (automne ou printemp® & culture en place (blé ou moutarde).
Le nombre de plantes mesurées est donné sousstegralmmes. Le test de comparaison est
une ANOVA suivie d’'une comparaison multiple parrpaie Tuckey, significativité @<0,05.

- Capitules :

Une forte hétérogénéité du nombre total de capitigeainés et en fleurs par plante est
présente dans la BH de la moutarde (en moyennbélpar de 5,7 a 573,9 capitules totaux,
de 5,7 a 412,8 capitules grainés et de 0 a 16Ipktutes en fleurs pour les cohortes
d’automne) tandis que pour le blé, seules deuxtedaont réussi a s’installer. Il n’est donc pas

possible de conclure pour ce compartiment.
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Le nombre total de capitules par plante pour ldsodes d’automne et de printemps
n'est pas différent quel que soit le compartimeSgules les plantes issues de la cohorte
d’automne de I'l de la moutarde produisent plusagtules (Figure 8).
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Figure 8: Nombre total de capitules par bleuet une semaaat la moisson en fonction du
compartiment (interface (1), fourriere (F) et plashamp (PC)), de la cohorte de levée du
bleuet (automne ou printemps) et de la culture €bléoutarde) en place dans la parcelle. Le
nombre de plantes mesurées est donné sous legrhistoes. Le test de comparaison est une
ANOVA suivie d’une comparaison multiple par paie Tuckey, significativité a<0,05.

Les capitules grainés représentent plus de 50%agitules totaux (Figure 9.b). La
floraison est plus avancée (peu de capitules amrsfies beaucoup en graines) pour les

cohortes d’automne en | de la moutarde (Figur&%a
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Figure 9: Proportion de capitules a) en fleurs et b) grainne semaine avant la moisson en
fonction du milieu (interface (1), fourriére (F) pkein champ (PC)), de la cohorte de levée du
bleuet (automne ou printemps) et de la culture ébléoutarde) en place dans la parcelle. Le
nombre de plantes mesurées est donné sous legrhisimes. Le test de comparaison est une
ANOVA suivie d’'une comparaison multiple par paie Tuckey, significativité a<0,05.

Le nombre d’akene produits par fleur ne changegpas que soit le type de culture, le

compartiment ou la cohorte (Figure 10).
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Figure 10: Nombre d’akenes produits par fleur (hombre dfedee produits sur le nombre
total de fleurs par capitule) en fonction du miligaordure herbacée (BH), interface (),
fourriere (F) et plein champ (PC)), de la cohordal/ée du bleuet (automne ou printemps) et
de la culture. Le test de comparaison est une ANGWiKie d’'une comparaison multiple par
paire de Tuckey, significativité@&<0,05.

3.4Analyse en composantes principales

Une analyse en composante principale (ACP) a peduiplacer les individus des
cohortes d’automne suivant leurs similarités. Liestes peuvent ainsi étre différenciées par
rapport aux traits mesurés et en fonction du cotimpent ou elles se situaient. La figure 11
place les individus suivant la valeur de corrélatemntre les différents traits mesurés et en
fonction du compartiment (BH, I, F, PC) et de ldtue. L'axe 1 explique 40,6% de la
variation et est positivement corrélé avec le nartbtal de capitules par plante et avec le
rapport de la biomasse par la hauteur de la pldrest négativement corrélé avec le nombre

de jours séparant la levée de la floraison, la giioggn moyenne d’akenes par fleur et le
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nombre total de fleurs par capitule. L'axe 2 expdid5,6% de la variation et est positivement

corrélé avec le nombre total de capitules, le rapg® la biomasse par la hauteur des plantes,

la proportion moyenne d'akénes par fleur et le namiotal de fleurs par capitule. Il est

négativement corrélé avec le nombre de jours sepkrgevée de la floraison.

F2 (35.6%)
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Figure 11: Analyse en composante principale (ACP) montrast individus issus des
cohortes d’automne (sans les cohortes de printempsfonction du compartiment (BH :
bordure herbacée, | : interface, F : fourriere @t: Blein champ) et de la culture en place (blé
ou moutarde) suivant une corrélation de Pearsore ées différentes valeurs de traits (le
nombre total de capitules (CapTot), le nombre desjséparant la levée de la floraison
(JrFlo), le rapport entre la biomasse et le poatsdes plantes (Pd/Ht), le nombre de total de
fleurs par capitule (NdFITot) et la proportion daades par fleur (PropAk) des plantes). Une
ANOVA suivie d'un test de Tuckey sur I'axe F1 emdtion du type de culture et du
compartiment ou se situe la plante ont été fai2@e ; p<0,001).

Dans le blé, les plantes ont un nombre total déwap et un rapport de la biomasse

sur la hauteur équivalent. Par contre, en |, gtesluisent moins de fleurs par capitule, moins

d’akenes par fleur et ont une floraison plus tardiue celles en F et PC. Dans la moutarde,

les plantes issues de I'l sont plus développéess (¢ capitules et rapport de la biomasse par
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la hauteur plus élevé), ont une date de floraigpnva@lente et produisent autant de fleurs par
capitule et d’akenes par fleur que celles en BHF.ePar contre, celles en PC sont moins
développées, ont une floraison plus tardive, pisehti moins de fleurs par capitule et moins
d’akenes par fleurs que celles en I. La comparaiendeux cultures montre que les bleuets
sont plus développés dans la moutarde (plus deutegpiet rapport de la biomasse par la
hauteur plus élevé), produisent moins de fleurscppitules, moins d’akénes par fleur et ont
une floraison plus tardive que ceux dans le blguifa 11).
L’ACP sur la cohorte de printemps a donné un nudgeoints indifférenciés sans

structuration.

4) DISCUSSION

Deux cohortes de levées des bleuets ont été oleseavécours de I'expérimentation, une,
levant a 'automne et une, au printemps. Les beles®s en automne ont un cycle de vie qui
correspond a celui des cultures d’hiver. Par coné® plantes germant et s’établissant au
printemps doivent accomplir leur cycle beaucous pite. Ce raccourcissement du cycle peut
expliquer le taux de survie juvénile plus faibleutes les plantes n'ont pu atteindre la
floraison au moment des moissons) ainsi qu’une yotah de capitules et une biomasse
moins élevées. Toutefois, méme si le bleuet esonit@yement présent dans les cultures
d’hiver, il est parfois observé dans des culturespdntemps comme le tournesol, semé
généralement courant avril dans les régions au derth Loire (CETIOM, 2002), ce qui
correspond a la période de levée observée pounlestes de printemps. D’autres espéces,
commeRaphanus raphanistrunpergula arvensjssonchus aspevu Anagallis arvensiont
le méme comportement que le bleuet avec deux tygestes dans 'année (Cordeau, 2010).

Des différences morphologiques apparaissent entifonau type de culture et du
compartiment dans lequel le bleuet est présenintenface de la moutard€,. cyanusa un
rapport de la biomasse par la hauteur et un noadmEpitules par plante plus élevés. Cette
tendance, moins marquée, est observée pour legeplgni se situent dans la fourriere de
moutarde. Cependant, quelle que soit la cultusepleuets issus du plein champ produisent
autant de capitules et ont un rapport de la bioenpas la hauteur équivalent. Ces différences
peuvent en partie s’expliquer par la culture ercgld&n effet, la fermeture du couvert ou la
guantité de lumiere arrivant au sol (Hallgren et #)99) et I'apport de fertilisants (Andersson
& Milberg, 1998) varient en fonction de la cultugepeuvent ainsi modifier la morphologie
des plantes. Dans la moutarde, la zone d’inter-emt@lus large que dans le blé, diminuant la
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compétition pour la lumiére. Ce type dimplantatic®duit la concurrence sur le
développement de la partie végétative et n'aff@ate la mise en place des capitules. Par
contre, dans le blé, la compétition pour la lumiétant plus forte, les plantes vont s’étioler
sans développer de vraies rosettes afin d’accédridmiéere. Le succes reproducteur des
bleuets semble donc équivalent dans les deux esltul’exception de I'l de la moutarde ou
la réussite est plus importante (plus de capitde glante). Un des facteurs qui pourrait
expliquer cette différence morphologique dans $1 ka compétition interspécifique avec les
autres adventices et non celle avec la cultureeguplus faible en | (Fried et al., 2007). En
effet, I'l du blé était principalement composéeRiEacees, réputées plus compétitives, alors
gue dans la moutarde, les especes majoritairemnétiés dicotylédones.

En ce qui concerne les plantes de la BH des deliires, il est difficile de conclure.
Dans le blé, les bleuets ont un taux de levéeféibte alors que dans la moutarde, une forte
hétérogénéité morphologique des individus est obselEn BH, les perturbations (absence de
travail du sol, pas d'intrants, fauchées et avecadpéces a stratégies de type C (Critchley et
al., 2006)) sont différentes de celles de la prarlitivée entrainant une forte différenciation
entre ces deux habitats. Dans la BH, le couverétagst principalement dominé par des
Poacées et quelques dicotyléedones ubiquistes ptémsaa la fauchd&seranium dissecturat
Sonchus aspgmlors que les trois compartiments de la paraallévée sont essentiellement
composées d’especes annuelles et de quelques vi(laced et al., 2007). Par ailleurs, des
migrations sont plutét observées de la parcells i®BH et non dans l'autre sens (Dutoit et
al., 2007) ce qui signifie que la culture peut augie influence sur la BH. Cependant, les
adventices les moins ubiquistes et les moins cdtiyaest ne sont pas présentent en BH a
cause de la forte compétition liée aux Poacées.ddpérimentation a testé le taux de levée
des akenes et la croissance des plantules de dlenktuies ou en surface en fonction de la
présence ou non d’'un couvert végétal en milieurétintLe taux de levée ne varie pas quel
gue soit la densité de couvert ou le niveau d'esfmment. Par contre, la croissance des
plantules est fortement ralentie en présence deecbmontrant que le bleuet est une espéce
sensible a la compétition (Reibel et al., 2010y). &lkeurs,C. cyanus’est pas une ubiquiste
signifiant ainsi que I'hétérogénéité morphologiqobservée entre les deux BH est
probablement due a la composition végétale etdeteité de couvert. Pour la moutarde, la
densité de couvert végétal était faible avec desezode sols nus et majoritairement
composées de Dicotylédones. Dans la BH longeabtélela densité de couvert était plus
dense, sans sol nu et majoritairement composéeot@ddtyledones. Des bleuets ont donc pu

s’installer dans la BH de la moutarde grace auxaesp vides limitant la compétition.
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L’absence de fauche a permis aux bleuets d’alldocau de leur cycle ce qui explique leur
réussite dans la BH de la moutarde. D’autres fastseraient également a prendre en compte
tels que le tassement du sol (la BH de la moutandt été sous-solée), le niveau de
perturbation de la surface du sol qui favorisdesmtespeces annuelles (Critchley et al., 2006)
ou la structure du compartiment qui peut influenleecomposition des communautés (Le
Cceur et al., 1997).

Une diversité de facteurs peut intervenir surélassite d’une espece dans un milieu
comme son contexte historique, le climat, le tygesol, les interactions inter- et intra-
spécifiques, les perturbations anthropiques, et&osifoskie et al., 2007). La réussite des
bleuets entre les différents compartiments semipée dpendante, au moins en partie, de la
culture en place ainsi que des espéces composardolapartiments périphériques de la
parcelle. La bordure herbacée apparait comme k giftérente avec le taux de réussite le
plus bas pourC. cyanus D'une maniere générale, la réussite du bleues das autres
compartiments est dépendante de la culture. Damldarde, les plantes ont un succes plus
élevé en interface et celui-ci diminue en allantsvée plein champ (PC<F<I). Une
augmentation du niveau de perturbation est géméesieobservée de l'interface vers le plein
champ (travail du sol, fertilisation, compétitiowea la culture) permettant aux especes
annuelles adventices des cultures de se maintenimerface malgré les perturbations (Fried
et al., 2007) et expliquant la réussite du bleagiscce compartiment. Dans le blé, le succes du
bleuet est plus élevé dans la F puis diminue erePIC(I<PC<F). Le nombre de capitules
produit par plante est supérieur dans la moutalals gue, dans le blé, le nombre d’akénes
produits est plus grand. Il semble que les bledats le blé arrivent a compenser le nombre
de capitules plus faible en produisant plus d’akenaugmentant ainsi leur succés
reproducteur. Dans cette expérimentation, I'absediberbicides a probablement eu un
impact sur la réussite de I'espece. Généralemeunt,dpplication réduit fortement la densité
d’adventices dans les parcelles cultivées (F et R@isi, lorsque que des herbicides sont
appligués dans une parcelle et que la BH est entret(fauchage, broyage, ...), l'interface
pourrait étre alors considérée comme une zone egdogr le bleuet. En effet, dans ce milieu
la compétition avec la culture est plus faibleest &pplications d’herbicides moins efficaces,
ce qui permettrait a I'espece de se maintenir. Désuespéces caractéristiques du plein champ
se retrouvent actuellement aussi cantonnées demerfdce de la culture commn@allium
aparineetViola arvensigGardarin et al., 2007).
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E- POINTS MARQUANTS DU CHAPITRE

Les trois parties de ce chapitre ont permis dmgér des €léments de biologie

majeurs pour comprendre aussi bien la régressieriegmaintien du bleuet. Ainsg. cyanus
n'est pas strictement auto-incompatible. Il existe proportion non négligeable d’individus
pseudo auto-compatiblesau sein des populations quel que soit leur tatldeur niveau
supposeé d’isolement. La présencepddinisateurs est indispensablgour la fécondation. Il
ne semblgas y avoir d’évolution vers un systéme d’auto-congtibilité dans la région ou

le bleuet est en voie de raréfaction. Cette fldixdbdu systéme de reproduction peut s’avérer
étre un avantage lorsque la diversité des allélest3aible dans une population isolée et/ou
de petite taille.

Des que le coefficient de consanguinité dépasse l8@$ alleéles délétéres sont
fortement exprimés provoquant une tres faible geation chez ces akenes et les plantes qui
arrivent a germer sont fortement désavantagéesatoldng de leur cycle de vie. Par contre,
les plantes avec un coefficient de consanguinités plaible (<0,5) ont une valeur
phénotypique équivalente aux individus sans consait§. Le bleuetolére ainsi un faible
niveau de consanguinit&qui pourrait permettre le maintien des populaticadees et/ou de
petites tailles qui se sont reproduits avec dewinhas génétiquement prochasa la pseudo
auto-compatibilité.

Le bleuet est une espéce avec fmble persistance des akenedans le sol. La
capacité de survie des akenes reste stable eriams (avec une variation inter-population),
au-dela, elle décline rapidement. Cette faible ipnsce est un désavantage pour I'espéce
dans les parcelles présentant des rotations s#ngesud’hiver durant plus de deux années ou
lorsque les techniques de lutte contre les adwengont tres efficaces et détruisent tous les
bleuets levés.

Les akenes d€entaurea cyanuse présentent qu'urdormance secondaire de type
saisonniere (2 pics de germination, un a l'automne et un aimt@mps). Dés que les
conditions de température et de lumiere sont idédke bleuet est capable de germer
rapidement. Ces caractéristiques biologiques soragvantage dans un milieu perturbé ou le
temps entre la germination et la reproduction iesité (moissons). Le bleuet est, ainsi, une
especempportuniste typique de la stratégie C

Le bleuet est une espece aydrtix cohortes de germination une majoritaire en

automne et une minoritaire awprintemps. Dans une culture d’hiver, les cohortes de
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printemps sont désavantagées et doivent accorigrisdmble de leur cycle de vie sur un laps
de temps court (moins de 3 mois). Le succes reptedude ces cohortes est donc plus faible.
Les printaniéres seront, par contre, avantagéedesuautomnales (qui seront totalement
absentes) dans une culture d’été comme le tournikssit probable que la présence de deux
cohortes de germination soit due au comportemepbrtgniste de I'espéce qui induit la
germination dés que les conditions environnementatnt favorables. La présence d’'une
composante génetique serait a vérifier mais cefable peu probable étant donné que le
bleuet n’est pas une espece dormante.

C. cyanusestfavorisé dans les cultures de dicotylédongsnoutarde et colza) avec
une meilleure levée et croissance, par rapportnaomocotylédones (blé, orge) qui sont plus
compétitives entrainant une levée et une croissegtigites. C’est peut-étre la raison de sa
présence dans les colzas d’hiver bien que ce seitnessicoleq priori typique des moissons
de céréales. L’insensibilité aux herbicides du @ojza sGrement contribué aussi. Le colza
pourrait donc étre une opportunité pour son retlams les champs.

La réussite du bleuet dans un compartiment agpatraidépendante de la culture ainsi
gue des especes adventices présentes. La préseiRmackes, especes tres compétitives, en
forte densité semblent étre parmi les variablesoguile plus d’impacts sur la distribution du
bleuet dans les compartiments du paysage agriooddsence de traitement herbicide dans la
parcelle cultivée et de fauche dans sa bordureabéeb(Svensson & Wigren, 1985 : Fried et
al.,2007).

L’ensemble de ces résultats permettent d’avagr wision relativement globale
des caractéristiques biologiques qui peuvent awoirmpact sur la réussite ou la raréfaction
du bleuet dans certaines régions d’Europe. Ladgigrsistance des akenes, le faible niveau
de compétitivité face aux autres adventices (SwngsWigren, 1985), le systeme d’auto-
incompatibilité et la nécessité de pollinisateuasirpla fécondation sont probablement les
facteurs les plus défavorables au maintien de estiéce aujourd’hui.

Dans les populations de petites tailles et/oweeswla diversité génétique des alléles-S
d’auto-incompatibilité ne peut pas étre maintenimpkment a l'aide de la banque de
semence du sol. En cas d’apparition d’'une mutadems une population, les akenes dans le
sol n‘opposeraient pas d'effet tampon importantymmtant ainsi a celle-ci d’envahir
rapidement la population. Il apparait donc impdrtda mieux comprendre le fonctionnement

génétique des populations de bleuet dans le paysaggricole.
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Caractéristiques biologiques qui peuvent expliqaeraréfaction :
> Faible persistance des akenes dans le temps

Peu compétitive

Le systeme d’auto-incompatibilité

Les pollinisateurs sont nécessaires pour sa reptiodu

YV V V V

Légeére tolérance pour la consanguinité

Caractéristiques biologiques qui pourraient ragssueson avenir :

» Présence de deux cohortes, une automnale et utiarpeéire
» Espece opportuniste (non dormante et qui germedpégement)
» Flexibilité du systeme de reproduction (individsepdo auto-compatibles)

> Légere tolérance pour la consanguinité
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«Lequi c[onne a un L'mliuia//u sa Uu/emﬂ généﬁ%ue, ce nledf pas /a
I I I I E %ua/il‘épm/are ale des genes. Cledf Gu /L/n ’a pas /a méme co//écfion a/e
génes gue /e:i aulres.» jrangoid Jacoé
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Y a-t-il une structuration génétique des populatios
de Centaurea cyanus.. en Bourgogne ?

A- INTRODUCTION GENERALE

L’intensification des pratiques agricoles depuis dnées 1950 a profondément changeée
'agroécosysteme. Le paysage, autrefois, compasgedmnosaique de petites parcelles a été
remanié et est maintenant formé de grandes pacdlle changement a provoqué une
potentielle perte des connections entre les pdpuktpouvant entrainer I'expression de la
consanguinité ou de la dérive génétique qui, a derpeut mener a l'extinction d’'une
population. Actuellement, un déclin de certainegeess spécialistes des agroécosystemes
telles que des oiseaux ou des especes végétaigsedmessicoles a lieu. Ce déclin, s'il est di
a un isolement, peut entrainer une perte de lagiféegénétique des populations. Cependant,
si cette diversité diminue, cela peut altérer lpac#é d’adaptation des populations aux
changements environnementaux ce qui peut étregmalique dans I'agroécosystéeme qui est

un milieu particuliérement perturbé.

—> Estimer la diversité et la structuration génétiquies populations d’espéces
en voie de raréfaction dans le paysage agricole @mportant afin de

comprendre les causes de leurs raréfactions.

Le bleuet est une messicole spécialiste des pesarlltivées dont les populations sont
stables et fréquentes dans I'est de la France {Bgue) et en voie de raréfaction dans I'ouest
(Poitou-Charentes). Cette espece posseéde un systamm-incompatibilité qui induit la
nécessité d’'une diversité génétique importante tempopulations mais aussi un élément de

son maintien.
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B-Y A-T-IL UNE STRUCTURATION

GENETIQUE DES POPULATIONS DE
CENTAUREA CYANUSEN BOURGOGNE ?
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1) INTRODUCTION

Certaines activités humaines seraient a l'originen& partie de I'érosion de la
diversité biologique, actuellement observée dansntnde (Pimm & Raven, 2000). La
fragmentation du paysage est une des conséquentestd/ité humaine et représenterait une
menace majeure au maintien des espéeces (Brooks20@2; Reed, 2004). Elle provoque une
diminution des connections entre les populationsKftenbrotet al,2005) et les rend plus
vulnérables a la stochasticité démographique et@mementale. L'isolement géographique
d’une population entraine une limitation des flexgenes et peut induire une diminution de la
variabilité génétique pour les especes allogamesurfyf et al, 1999) causée par la
consanguinité et la dérive génétique (Hen&ei®berprieler,2005). Ce phénomene peut
provoquer une diminution de la valeur phénotypigtieadaptative des individus, et ainsi,
mener a une extinction des populations (H6glun6920

Les agroécosystémes sont des milieux créés panfitey fortement et régulierement
perturbés. lls représentent actuellement entre t234% des écosystemes terrestres de la
planéte (Millennium Ecosystem Assessment, 2005)teSu un changement des pratiques
culturales au cours des années 1950, on assiste &éduction de la faune et de la flore
spécialistes des milieux agricoles (Peeters & #35s1995). Ce déclin est dd, entre autres, a
une fragmentation des populations entrainant urte pes connections et a un apport quasi-
systématique d’intrants modifiant les propriétésmdilieu (engrais et pesticides). Chez les
plantes, la distribution spatiale de la variabifignétique est principalement déterminée par la
capacité de dispersion des semences et du poles, ld cas des especes allogames, et la
répartition de l'espece dans le paysage (Epperd®83; Muraya et al., 2011). Une
population isolée a faible capacité de dispersies demences et du pollen sera plus
rapidement touchée par la consanguinité et la eégenétique (Epperson, 2004). La
limitation des flux de génes est, ainsi, fortemid® au mode de reproduction de I'espece
(Lowe et al., 2004) et a la configuration du pagsdgn effet, lorsqu’'une espéce occupe un
large territoire, des différenciations locales daedes barrieres de dispersion peuvent altérer
les processus liés aux flux de genes (Gerlach &dfiud000) et donc favoriser I'émergence
d’'une structuration génétique. Parmi les especeplies touchées par la fragmentation des
populations dans les agro-écosystémes se trowseaidhventices des cultures et en particulier
les espéces dites messicoles (espéeces commensal@sodksons) dont fait partie le bleuet

(Centaurea cyanuk.).
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Le bleuet est une Astéracée annuelle, diploidetrettesnent entomophile. Encore
commun dans les parcelles agricoles au milieu di"X3écle, il est actuellement en voie de
raréfaction dans I'ouest de I'Europe (Baron, 198@tcliffe & Kay, 2000).C. cyanusest une
espece emblématique a valeur patrimoniale en Framiceeprésente une ressource de pollen
et de nectar pour les pollinisateurs comme d’autsggeces du genfeentaurea(Harrod &
Taylor, 1995). Le bleuet germe essentiellementutonane. On le retrouve généralement dans
les céréales d’hiver et les colzas, principaleneninterface (limite entre la parcelle et la
premiere rangée de semis) et dans les six premmetees de la parcelle. Le bleuet étant
entomophile, les flux de pollen dans le paysage donc dépendants de la distance parcourue
par les pollinisateurs. La dispersion des akéndsisgénéralement sur de courtes distances et
peut étre de type barochore (gravité), myrmécoctifmermis) ou hydrochore (eau). La
distance géographique entre deux populations rept&un des facteurs déterminant de la
différentiation génétique (Slatkin, 1998). cyanuspossede, par ailleurs, un systeme d’auto-
incompatibilité qui empéche [l'autofécondation et I&production entre individus
génétiquement proches. Une expérimentation en aerependant montré que des individus,
guelle que soit la taille de leur population d’amigy pouvaient étre pseudo auto-compatibles
(chapitre 2.D.1I).

Afin de mieux comprendre la structuration génétidas populations dans un paysage
agricole de Bourgogne, des populations supposéddedets ont été échantillonnée dans la
zone atelier de 'TUMR Biologie et Gestion des Adwess (UMR BGA) de Fénay ainsi que
dans ses alentours afin : i) de mieux comprendsdiéms de parenté entre individus, mais
aussi ii) dans le but de cerner les limites gédyramgs des populations et leur degré

d’isolement.

2) MATERIELS ET METHODES

2.1 Identification de marqueurs spécifiques du éleu

L’identification des marqueurs microsatellitesté éffectuée par la société Ecogenics
(Wagistrasse 23 — 8952 Zurich-Schlieren, SwitzefJarOnze marqueurs spécifiques a
Centaurea cyanuk. et polymorphes pour un échantillon de bleuetsigines Européennes
variées ont ainsi été développés et dix ont éenust pour le génotypage des plantes (Tableau
1).
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Tableau 1: Caractéristiques des 10 microsatellites dévespgmour le bleuet. Pour chaque
paire d’amorce, la séquenEerward et Reverseest donnée ainsi que le motif répété avec en
indice le nombre de répétitions par motif, la gamiheetailles observées et la température
d’hybridation (Tm).

Locus Séquences des amorces (5' - 3") Motif répété| Intervalle de taille (pb) | Tm (°C)
Concyaos £ STOACTTACTGATIAACTICCOTCT (GO Dl sy | 50
Coneyeod . SCTTEASSIMICECTETIAG | (1, mon | s
Concyer £ SISCTCCMSTITENSETS | ics | s
Concyets | STOSCMSTISTETCOTNTE e en| 023 | 59
Coneyead { SSTACCACASEIONG | o), o | e
Coneyer £ SSTICTETTICOMENTIATENS | o), posss | s
cencyerd { TIISTCTOCOAOMIGRAC [ TOXCA MO0 o9 | s
Coneyed E SHCSSONMISONITICS | oo | v |
coneyea  STISCECTONTIMCCENTS | o oo | s

2.2 Caractérisation génétique des populations de Céde d

Echantillonnage de la diversité a I'échelle d’'@oee atelier

La zone atelier de 'TUMR BGA se situe sur la cormawe Fénay, au sud-est de
Dijon, en Cote d’'or. Elle est composée de 130 plasagricoles et représente une surface de
8 km2. Un repérage des bleuets a été fait au [niéadatre 2006 et 2007. Quatre zones avec
des bleuetsnt ainsi été identifiees (Tableau 2). Elles sontlisées a I'est de la zone atelier
et s’étalent sur une surface de 4 km2 (Figure BHagDe individu a été attribué a une
population putative suivant sa localisation géobigge. Les individus sont par ailleurs
identifiés en fonction de la parcelle et du compsenht (interface ou plein champ) auxquels
ils appartiennent. Neuf parcelles ont ainsi étéeméps avec des populations de bleuet en

interface et/ou en plein champ (Figure 1). En 2008009, pour chaque population supposée,
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un morceau de feuille a été prélevé aléatoiremen8@ plantes géoréférencées a I'aide d’'un
GPS (Magellan, SportTrak Color). Quatre zones titdéfinies suivant la proximité entre les
parcelles : la zone 1 avec les plantes des cha@fpetd86, la zone 2 avec les individus issus
des parcelles 134, 045 et 099, la zone 3 contdaarthamps 203 et 204 et enfin la zone 4
avec les plantes des parcelles 206 et 207 (Figwe3}. En 2008, seules les interfaces des
zones 1 (37 plantes), 2 (21 plantes) et 3 (22 efndnt été échantillonnées (Figure 2 &
Tableau 2), soit 67 plantes. En 2009, les intedatss neuf parcelles (40 plantes dans la zone
1, 77 dans la zone 2, 18 dans la zone 3 et 36ldawne 4) ainsi que deux pleins champs (39
plantes dans la zone 2 et 30 dans la zone 4) énéaftantillonnées dans la zone atelier de
Fénay. Quatre parcelles supplémentaires (56 plantewtal) se trouvant hors de la zone
atelier et a des distances variables ont ausgic@ntillonnées en 2009 (Figure 3, Tableaux 2
& 3). Dans le cas ou leffectif de la populationt@tiive est inférieur a 30 plantes,
I'échantillonnage est exhaustif.

Figure 1: Localisation des populations échantillonnéessdarzone atelier de Fénay en 2008
et/ou 2009 (délimitation de la zone atelier indigg@r un trait noir) et aux alentours en 2009:
ChOFe (Domois), Lgvc (Longvic), CbaSp (CorcellesHMonts) et FsO (Fleurey-sur-Ouche).

126



N 4

A\ N\

e BB Bois
j"a.; | B Riviere |

r 3w e

Figure 2: Localisation des populations échantillonnée2@®8 sur la zone atelier de Fénay.
En blanc, les interfaces prélevées. La zone 1né#uée par un rond noir, la zone 2 par un
jaune et la zone 3 par un rond rouge.

I Riviére

Figure 3: Localisation des populations échantillonnée2@®9 sur la zone atelier de Fénay,
en blanc, les zones prélevées. La zone 1 est iédigar un rond noir, la zone 2 par un jaune,
la 3 par un rouge et la zone 4 par un rond orange.
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Tableau 2: Individus échantillonnés et génotypés en Coterden 2008 et 2009, dans la
zone atelier de Fénay (neuf parcelles) et sesalent{quatre localités). Le Compartiment
Echantillonné (CE).e., I'Interface (I) ou le Plein Champ (PC) est préasnsi que le Nombre
d’individus Prélevés (NP) puis le Nombre de plar@ésotypés (NG).

2008 2009
Parcelles CE NP NG CE NP NG
086 I 11 1 I 30 28
Zone atelier
de Fénay Zone 021 I 26 1 I 10 8
1
Total 37 2 40 36
045 I 13 2 |+ PC 391 + 30PC 211 + 23PC
Zone atelier 099 - - | 30 28
de Fénay Zone
2 134 | 8 1 | 16 10
Total 21 3 85| + 30PC 591 + 23PC
203 I 22 1 I 12 12
Zone atelier
de Fénay 204 - - I 7 7
Zone 3
Total 22 1 19 19
206 - - |+ PC 161+ 30PC 161 + 20PC
Zone atelier
de Fénay Zong 207 - - I 20 18
4
Total - 361 + 30PC 341 + 20PC
ChOFe - - I 17 12
Lgvc - - I 8 1
Alentours Cha Sp - - I 21 16
FsO - - I 10 3
Total - 56 32
TOTAL 70 6 296 223
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Tableau 3: Matrice des distances (en km) séparant lesrdiité lieux d’échantillonnages,
soit neuf parcelles dans la zone atelier de Fébag, (021, 045, 099, 134, 203, 203, 206, et
207) et quatre parcelles autour de celle-ci (ChbBe¢, CbaSp et FsO).

Zone atelier de Fénay Alentours

Parcelles| 086 021 045 099 134 203 204 206 207 ChOFe Lgvc CbhaSp Fso

Zone atelier 086 0

de Fénay
Zone 1 021 |01 O

045 0,8 0,9 0
Zone atelier
de Fénay 099 0,8 09 0,1 0
Zone 2

134 09 1 01 01 O

Zone atelier 203 1,2 1,3 0,8 0,7 0,7 0
de Fénay
Zone 3 204 08 08 06 06 07 050

Zone atelier| 206 |11 12 06 06 0,7 1312 O

de Fénay
Zone 4 207 |11 12 07 07 08 1413 01 O
ChOFe | 25 23 2,7 27 28 2421 34 34 0
Lgvc |41 4 47 47 48 444 52 52 2 0
Alentours

Cbasp (10,8 10,6 10,5 10,4 10,4 9,7 99 115111 8,6 8,9 0

FsO |17,1 16,9 16,9 16,8 16,8 16 16,2 17,2 17,3} 153 157 6,7 0

Extraction et analyses des microsatellites

50 mg de matériel végétal ont été prélevés eplaans des plaques de 96 puits de
type deepwell 1,2 ml. Les plaques ont ensuite Bidyges pour I'extraction d’ADN et le
génotypage a une plateforme de génotypage (Platefale Génotypage Gentyane, INRA,
Clermont-Ferrand, France). L'ADN a été extrait sele protocole Qiagen Biosprint 96 et
amplifié a I'aide des dix marqueurs microsatellif€ableau 1) dans les conditions suivantes :
95°C pendant 5min suivi de 7 cycles de 30 sec €930 sec a 62°C et 30 sec a 72°C puis,
30 cycles de 30 sec a 95°C, 30 sec a 55°C et 3@ 3@CC, suivit de 8 cycles de 30 sec a
95°C, 30 sec a 56°C et 30 sec a 72°C et une éitagde tle 5 min & 72°C. Les produits PCR
obtenus sont marqués (FAM, NED, VIC, PET) et lusssquenceur ABI 3730XL (Applied
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Biosystems, Foster City, California, USA) avec @obelle standard de 500liz. La taille des
alléles est ensuite déterminée a l'aide du logleedk Scanner 1.0 (Applied Biosystems).

Analyses génétiques

- Diversité génétique

Les parametres liés a la diversité génétique daks I'équilibre d’Hardy-Weinberg
(HW), le nombre d’alleles par locus (Na), I'hétéygatie observée Ho = nombre
d’hétérozygote / N) et I'hétérozygotie attendue numisée (He = (2N / (2N-1))* Ho
(hétérozygotie observée)), N correspondant au nendbal d’individus, ont été obtenus avec
le logiciel GenAlex 6.4 (Peakall & Smouse, 200&83sLdifférenciations entre populations ou
Fst ont été calculées par le logiciel ARLEQUIN 3.8.(Excoffier et al., 2006), avec 100000
itérations pour la Chaine de Markov et 10000 pé&sode pré-calcul. Le déséquilibre de
liaison a été testé a l'aide du logiciel FSTAT 2.9QGoudet, 1995). Le niveau de
significativité utilisé est de<0,05. La correction séquentielle de Bonferranesét divisé par
le nombre de loci, soit 1®<0,005) a été utilisée pour les comparaisons medigRice,
1989).

- Structuration génétique dans le paysage

Le coefficient de parenté par paire de Loiselleigklhe et al., 1995) entre individus et
suivant des classes de distance a été détermireél@avegiciel SpaGeDi (Spatial Pattern
Analysis of Genetic Diversity, Hardy & Vekemans,02). Des tests de permutation (1000
permutations) ont été effectués pour vérifier gm#icativité de la parenté au sein des classes
de distances. L’erreur standard a été estiméermaprocédure de Jackknife.

Afin de caractériser la structure de la divergiédétique, deux différentes approches
ont été utilisées. Dans un premier temps, une apprbbayesienne de regroupement a été
effectuée. Cette méthode, développée dans STRUCTUR#chard et al.,, 2000,
http://pritch.bsd.uchicago.edu), permet d’affet¢srindividus dans des sous-populations liées
a linformation multilocus. La premiere étape de medele est d’estimer le nombre de
populations K. Pour se faire, 30 itérations indélaeres allant de K=1 & 12 populations ont
été effectuées. Les parametres utilisés pour leefaabnt 5000 MCMC répétitions et 50000
pré-calculs en utilisant le modele avec accréties dopulations et en supposant que les
frequences alléliques soient corrélées. L'estimatity nombre de populationa\K) est
calculée suivant la méthode donnée par Evanno,R205). Le modele détecte le nombre de
populations en estimant, pour chaque simulatiopyddabilité ou vraisemblance de K. Cette
valeur est appelée LnP(D) ou LnK. Pour chaque Kydkeur moyenne de LnK des 30
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simulations est calculée avec I'écart type corredpat. La différence moyenne des
vraisemblances entre les valeurs successives denK € LnK — Ln (K-1)) puis la valeur
absolue de la différence entre les valeurs suaesssie Ln’K ([Ln”"K] = Ln’K — Ln’ (K-1))

est déterminée. LAK correspond a la valeur moyenne absolue de [Lnfiour les 30
simulations divisée par I'écart type de LnK. Le rwende populations correspond a la valeur
de AK la plus élevée. Le logiciel CLUMPP v1.1.2 (Jakedrs & Rosenberg, 2007) a ensuite
été utilisé pour fusionner les résultats des 3Wkitions pour chaque K lorsqu’'un nombre de
population a été déterminé. Les résultats sonésgmtés a I'aide du logiciel DISTRUCT v1.1
(Rosenberg 2004).

La deuxiéme approche utilisée est une analyseimdig@nte en composante principale
(DAPC) (Jombart et al., 2010) qui permet l'idemt#iion du nombre de clusters génétiques
via I'étude de la variation génétique des individubadtillonnés. Cette méthode multivariée
définit un modele qui sépare la variation entreuges (variabilité génétique structurée) de
celle a l'intérieur du groupe (variabilité génétqaléatoire), estimant ainsi une variable
maximisant la premiére et minimisant la deuxiéme.pkincipal avantage de cette approche
multivariée est I'absence d’hypothése au préalabida génétique des populations (équilibre
HW, déséquilibre de liaison). Le nombre de clusgésétique est identifié a I'aide d’un
modele statistique et de sa vraisemblance ass(foiéetion find.cluste)j qui correspond a la
plus faible valeur du critére bayésien d’informati@IC). Le nombre de clusters génétique
permet ensuite d’effectuer la DAPC. Les analysdéstthréalisées avec le logiciel R a I'aide

du package Adegenet.

3) RESULTATS

En 2008, seul six individus ont pu étre génotymes les 70 initialement
échantillonnés, le matériel végétal n’étant probat@nt pas de suffisamment bonne qualité.
Les analyses sur la diversité génétique et la tstration des populations dans le paysage
n'ont donc pu étre faites pour 2008. En 2009, s8r296 individus issus des 13 parcelles
échantillonnées, 223 ont été génotypés (Tablead’)les quatre populations échantillonnées
autour de la zone atelier, un seul individu suhle issus de la parcelle Lgvc et trois sur les
dix issus de la parcelle FsO ont pu étre génotypébleau 2). Les individus de ces deux
localités ont donc été retirés des analyses suliviersité génétique et la structuration du

paysage.
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Tableau 4: Nombre d’alleles par locus (Na), hétérozygotiservée (Ho) et hétérozygotie
attendue (He) par locus pour chaque parcelle. &'&ssfue indique que la parcelle n’est pas a
I'équilibre de Hardy-Weinberg au locus considér@réa une correction de Bonferonni
(0<0,005). N correspond au nombre de plantes génesypér parcelle ; ° lorsque, pour une
parcelle, le locus est monomorphique.

Parcelles 021 (N=8) 086 (N=28) 099 (N=28) 134 (N=10)
LOCUS Na Ho He Na Ho He Na Ho He Na Ho He
cencyaO3 3 0,00 0,62* 4 0,08 0,68* 6 0,08 0,69* 4 0,00 710,
cencyaO7 3 0,00 0,55 7 015 0,51* 4 0,15 0,44* 2 0,00 9,1
cencyals 6 0,25 0,83 13 0,42 0,88* 13 0,48 0,84 7 0,33 860,
cencyald 3 0,00 0,62 7 013 0,70* 8 0,28 0,73* 3 033 70,6
cencyaO4 4 0,25 0,75 11 0,28 0,89* 9 0,17 0,85* 1 0,00 000,
cencyal7 4 0,63 0,64 7 081 0,75 5 0,67 0,68 3 050 0,59
cencya20 4 0,00 0,75* 14 0,50 0,89* 10 0,22 0,78* 5 0,0m,81*
cencyal2 4 0,00 0,73 6 0,10 0,80* 9 0,32 0,83 4 0,00 00,8
cencyalé 7 0,38 0,83 7 048 0,71* 7 030 0,72* 6 040 10,8
cencya24 2 0,00 0,50 6 019 0,71* 4 0,08 0,62* 4 0,00 185
Parcelles 203 (N=12) 204 (N=7) 206 (N=36) 207 (N=18)
LOCUS Na Ho He Na Ho He Na Ho He Na Ho He
cencyaO3 4 0,11 0,76* 2 0,00 0,30 4 0,03 041* 4 0,00 18,6
cencyaO7 4 0,18 0,46 2 0,00 0,26 6 0,18 0,52* 4 0,19 0,38
cencyals 8 045 0,87 6 014 0,87 14 0,33 0,71* 14  0,20949,
cencyald 3 0,00 0,39* 3 017 0,62 9 0,21 0,80* 7 017 98,7
cencyaO4 2 0,00 0,26 4 0,25 0,75 9 0,06 0,88* 6 010 99,64
cencyal7 4 0,73 0,64 5 086 0,77 9 0,63 0,72* 5 061 0,62
cencya20 5 0,29 0,59 3 017 0,62 15 0,34 0,88* 7 014 39,7
cencyal2 4 0,17 0,65 3 0,00 0,48* 9 0,33 0,81* 5 0,22 30,7
cencyale 5 045 0,63 4 057 0,69 8 056 0,77 6 050 0,76
cencya24 3 0,00 0,45 2 017 0,17 4 0,10 0,43* 3 0,06 16,4
Parcelles 045 (N=44) CbaSp (N=16) ChOFe (N=12)

LOCUS Na Ho He Na Ho He Na Ho He

cencyaO3 7 0,05 0,69* 6 013 0,73* 3 0 0,42*

cencyaO7 5 0,14 0,42* 5 040 0,45 6 033 0,59

cencyals 16 0,32 0,85* 12 053 0,87 10 0,50 0,86

cencyald 9 0,31 0,79* 6 031 0,74* 5 030 0,75

cencya04 13 0,32 0,88* 9 0,08 0,90* 7 040 0,88*

cencyal7 4 0,36 0,52* 6 069 0,69 6 075 0,77

cencya20 10 0,33 0,80* 7 0,07 0,84* 5 0,20 0,83

cencya02 8 0,27 0,76* 4 0,00 0,70* 5 0,22 0,77*

cencyalé 7 050 0,76* 7 060 0,75 5 027 0,65*

cencya24 5 0,07 0,58* 5 0,06 0,80* 4 0,10 0,49*
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3.1 Diversité génétique

Le nombre d’alléles observés par locus et par latipn varie de 2 a 16 alléles pour
un locus dans une population, I'hétérozygotie oldserarie entre 0 et 0,86 et celle attendue
varie de 0 a 0,89. Aucun déséquilibre de liaisom é&é observé entre loci et aucune des
parcelles échantillonnées n’est completement auilége de Hardy-Weinberg (HW)
(Tableau 4). Le nombre de locus qui dévie de HWevantre les parcelles, allant d'un locus
sur les dix pour la parcelle 204 a la totalité ldes pour la parcelle 045 (Tableau 4). A chaque
fois qu’il y a un déseéquilibre HW, les loci sont @gficit d’hétérozygotes.

Le calcul des distances génétiques (Fst), aprésriaction de Bonferroni, montre que
les populations ne sont pas différentes quelle spikeleur origine géographique avec des
valeurs de Fst qui varient entre 0,001 et 0,09bl@au 5).

Tableau 5: Distance génétique entre les populations (Estcomposante Fst est déterminée
suivant une méthode qui calcule la distance gémétentre deux populations supposées, les
différences se faisant deux a deux. Une correatienBonferroni été faite, le niveau de
significativité passant @<0.005.

Zone atelier de Fénay Alentours
Zone 1 Zone 2 Zone 3 Zone 4 ChOFe CbaSp
Zone 1 0
Zone Zone 2 0,012 0
atelier de
Fénay Zone 3 0,091 0,064 0
Zone 4 0,026 0,019 0,073 0
ChOFe 0,02 0,007 0,069 0,063 0
Alentours
CbaSp -0,004 0,001 0,007 0,007 0,029 0

3.2 Structuration génétique des populations

Les coefficients de Loiselle en fonction de latatise entre les individus de la zone
atelier de Fénay (zones 1, 2, 3 et 4) et ceux Eaoars (ChOFe et CbhaSp) montrent une
séparation génétique des individus a partir d’'uiseadce d’environ 550 metres (Figure 4a).
Le méme niveau de résultat est observé en ne prenaompte que les individus issus de la

zone atelier de Fénay (Figure 4b).
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Figure 4: Relation entre le coefficient de Loiselle (appaeeent) et a) la distance entre les
individus des quatre zones de la zone atelier aay-ét les individus alentours (ChOFe et
CbaSp) et b) la distance entre les individus degrguzones de la zone atelier de Fénay.
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Figure 5: Résultat de I'approche bayésienne de regroupemat a) I'identification de la
valeur de K la plus vraisemblable suivant la mééhdd Delta K en fonction du nombre
possible de populations et b) l'assignement desviohes suivant leur localisation
géographique pour un nombre de sous-population KGftague couleur représente une
population génétique, les lignes verticales represe les individus. Une plante définie par
plusieurs couleurs, est considérée comme ayananaitres issus de plusieurs populations
génetiques. La parcelle et la zone géographiquia gliante est localisée est précisée au -
dessus et au bas de la figure.

L’analyse effectuée par I'approche bayésienne deoupement pour K entre une et
douze populations (30 itérations) en prenant leslati, montre, d’aprés le calcul dAK
(Evanno et al., 2005), qu'il existerait vraisemlidgbent 5 populations génétiquement
différentes (Figure 5a). Entre K=3 et 7, aucuneicstiration géographique claire de la
diversité génétique n’est visible que ce soit aH&le des quatre zones définies a Fénay avec
les deux localisations aux alentours ou au niveaulad parcelle ou les plantes ont été
échantillonnées (Figures 5b). Cependant, a K=Sgihble y avoir une sous-structuration
géographique au niveau de la parcelle, avec leggdale la parcelle 207 qui sont dominées
par le génotype rose, tout comme celles de la jp@r621 (Figure 5b). Les plantes de la
parcelle 086 sont dominées par le génotype ved.bleuets des zones 2 et 4 semblent avoir
le génotype jaune qui domine (Figure 5b). Quant iadividus des parcelles alentours a la

zone atelier, aucun génotype ne se distingue (Eighy.
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Figure 6: Résultats de I'approche par une analyse discanieen composante principale
avec a) l'inférence du nombre de clusters genésigquoerr les données simulées en fonction de
la valeur du critere d’information bayésien (BI®), le diagramme de dispersion avec les
deux premiers axes expliquant le plus la variare® dbnnées simulées (les quatre clusters
génétiques identifiés sont représentés) et c) itjaement des individus suivant leur
localisation géographique pour un nombre de sopsiptions K=4. Chaque couleur
représente une population génétique, les lignescakas représentent les individus. Une
plante définie par plusieurs couleurs, est consgEl@domme ayant des ancétres issus de
plusieurs populations génétiques. La parcelle ezdae géographique ou la plante est
localisée est précisée au-dessus et au bas dgita.fi

La DAPC pour K entre une et douze populations d&edix loci, montre, d’aprées le
calcul du BIC, qu'il existerait vraisemblablementpépulations génétiguement différentes
(Figure 6a). Sur les quatre clusters génétiquestifiis, les clusters 3 et 4 apparaissent
génetiquement plus proches (Figure 6b). Par coatrene structuration géographique claire
de la diversité genétique n’est visible que ce &diéchelle des quatre zones définies a Fénay
avec les deux localisations aux alentours ou aeanivde la parcelle ou les plantes ont été
échantillonnées (Figures 6¢). Cependant, les chi8tet 4 apparaissent plus communs que les
types 1 et 2. Le cluster 2, plus particulieremsammble plus spécifique et est majoritaire dans

la zone 1 (Figure 6c¢).
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4) DISCUSSION

L’approche bayésienne de regroupement détecte gémptypes au sein de notre
échantillon qui ne sont pas représentés clairena@ntniveau géographique. L'analyse
discriminante en composante principale, quante alentifie quatre clusters géenétiques qui
ne se différencient pas, eux aussi, géographiquenmas deux différentes approches
permettent donc de mettre en évidence la présemaifférents génotypes qui ne sont pas
géographiquement différenciés dans la zone ateler’UMR Biologie et Gestion des
Adventices de Fénay et aux alentours de celleailsSles individus de la zone 1, pour les
deux approches, semblent avoir une sous-structaragénétique différente des autres
localisations avec un cluster génétique prépondétanflux de genes entre les populations
échantillonnées est certainement important et Er@i&@absence de structuration géographique
claire malgré la présence de barrieres écologiteiess qu’'une riviere ou des il6ts boisés,
dans cette zone atelier. Pourtant, il est considaeé ces barrieres peuvent étre un facteur
limitant des flux de genes entre les populationsip@nloup et al., 2002). La distance
géographique séparant les différentes populatioppasées ne semble pas freiner les flux de
genes. Toutefois, celle-ci est souvent considéofente un des facteurs déterminant de la
structuration ou non des populations dans un paysagnme cela a été montré pour la
diversité génétique humaine (Cavalli-Sforza etE94 ; Poloni et al., 1997). Par ailleurs, la
différence génétique est inversement corréléeqaidatité de flux de genes entre populations,
elle-méme, fortement dépendante de la distancerggligue entre population (Malécot,
1973).

Ainsi, aucun des microsatellites n’était totalemant’équilibre de HW. Ceci est
probablement di a un effet Wahlund causé par unidédhétérozygotes. Ce résultat a déja
éte détecté auparavamia une méthode utilisant des isoenzymes, dans dedgtigms issues
de Bourgogne et du Poitou-Charentes (Petit, 20D&)phénomene est communément observe
chez d’autres étres vivants comme, par exemple, lelseanammiferes (Wang et al., 2011), les
éponges (Duran et al., 2004), les coraux (Polatal.e®010), les ascidies (Pérez-Portela &
Turon, 2008 ; Dupont et al., 2009) les gorgonesti@@ez-Rodriguez & Lasker, 2004 ;
Ledoux et al., 2010) ou certains ascaris paragi@etanger et al., 2011). Plusieurs facteurs
peuvent expliquer un déficit d’hétérozygotes comaerésence d’alléles nuls ou une sous-
structuration des populations non détectée enmmaima effet Wahlund spatial et temporel
(Addison & Hart, 2005). Des facteurs démographigpesivent aussi induire ce déficit

d’hétérozygotes comme la présence de consangdaite les population§.. cyanugpossede
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un systeme d’auto-incompatibilité qui empéche béétondation et la reproduction entre
individus ayant les mémes alleles-S d’auto-incorbpaé. Le fait qu’'une proportion non
négligeable d’individus pseudo auto-compatiblesésdt identifiée dans les populations quel
gue soit la taille et/ou le niveau d’isolement sog#p (chapitre 2.D.1) pourrait expliquer le
déficit d’hétérozygotes qui serait donc induitpair la consanguinité.

Il existe vraisemblablement une reproduction declpeoen proche provoquant un
gradient génétique entre les populations que lag dpproches ne peuvent pas détecter et qui
expliquerait pourquoi la population CbaSp qui $aesa environ 10 km de la zone de Fénay
n'est pas différente des autres populations. Ce tigpreproduction de proche en proche peut
s’expliquer par le comportement des pollinisatequg une fois les visites des fleurs d’un
patch terminées, se dirigeront vers la populatiéaggaphique la plus proche. Schwartz &
McKelvey (2009) observent que les résultats donpés |'approche bayésienne de
regroupement peuvent étre faussés lorsque la negiiod entre populations voisines
provoque un gradient génétique. Plusieurs autreeles peuvent induire un échec de cette
méthode tels que, des flux de genes importantse empulations, la méthode
d’échantillonnage utilisée (Latch et al., 2006 ;M¢a & Gaggiotti, 2006) ou un des loci qui
n’'est pas a I'équilibre de HW. En effet, cette piena approche suppose que les populations
sont a I'équilibre de HW. Lorsque ce n'est pas ds,de déséquilibre est minimisé par le
logiciel et les résultats peuvent étre biaisés. @heale sur la structuration génétique en
Amérique du nord de l'espedeirofilaria immitis, un parasite du cceur chez les espéces
canines, a ainsi montré qu’aucune valeur fixe deelpouvait pas étre déterminée si les loci
en déséquilibre de HW étaient pris en compte dasmsalculs. Par contre, lorsque I'analyse
est effectuée en ne considérant que les loci ailibee de HW, trois populations sont alors
identifiées (Belanger et al., 2011). Concernantenétude, si les loci en déséquilibre de HW
ne sont pas pris en compte dans les calculs, awtwneuration genétique nette n'apparait
(les valeurs du delta K varient énormément). Hessrésultats qui sont obtenus montrent que
nos populations sont en déséquilibre de HW, qu'k yin important flux de genes entre
populations et qu’il semble y avoir un gradient €éue induit par une reproduction entre
individus de populations voisines. Aucune hypoth&seoréalable n’était nécessaire avec la
deuxieme approche (DAPC) et le méme type de résedtapourtant observé. Ainsi, au sein
des individus échantillonnés, une structurationégjgoe est bien présente sans pour autant
gu’il y ait de structuration géographique.

Finalement, de cette étude il ressort que lesdrigenes seraient trop importants pour

déterminer avec certitude une distance a partiladeelle une population pourrait devenir
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isolée. Ces résultats montrent que les populatienisleuet en Bourgogne sont organisées en
patchs avec des flux importants entre patchs e¢ grpulations voisines géographiqguement
distinctes. Cette répartition en métapopulationsstavantage et permet de maintenir une
diversité génétique importante dans les populatiDass les cas des populations isolées, la
diversité génétique devrait rapidement baisseryaouentrainer un échec de la reproduction

et une augmentation du risque d’extinction.
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C- POINTS MARQUANTS DU CHAPITRE

En Bourgogne on observe :
» Unestructuration génétique des populations.
» Une probable soustructuration géographique des populations.
» Desflux de géenes importantentre les populations.

» Un gradient génétique probable entre les populations dd a une reprooluatre

individus de populations géographiques voisines.

» Un réseau de populations géographiques connechdes aedles-> pas d’isolement

détectédes populations.
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En tant gu’espece rare, le bleuet peut-il étre utie
comme indicateur d’'une diversité floristique d’'une
parcelle cultivée ?

A- INTRODUCTION GENERALE

Suite a I'érosion généralisée de la diversité lgimjoe dont les causes sont principalement
anthropiques (Gregorgt al., 2005), un état des lieux s’est avéré nécessairas Des
agroécosystemes, la flore des parcelles cultivégsref parmi les groupes clefs du
fonctionnement de I'écosysteme. Les adventicesésemtent, en effet, une ressource
importante pour un grand nombre d’especes deswédszphiques supérieurs telles que les
oiseaux, les insectes ou les pollinisateurs (NewR@®4 ; Storkey, 2006). Cependant, un
déclin de certaines espéces messicoles spéciatistéagroécosysteme (espéces végétales
commensales des moissons) est actuellement ob&amé.un contexte de conservation et de
protection des especes rares, il est essentielstiagiier facilement les communautés avec

une diversité biologique élevée.

Ce gu'’il faut pour étre un bon indicateur (Pocockde&anings, 2008) :
- Sensibleaux changements,
- Simplea mesurer,
- Speécifiqueen quantifiant clairement la variable a mesurer,

- Invariantdans le temps et I'espace.

Le bleuet Centaurea cyanu4.) est une messicole spécialiste de la parcallévée,
facilement identifiable avec ses fleurs bleues gépassent de la culture. Suite a
l'intensification des pratiques agricoles, il estugllement en voie en raréfaction dans I'ouest
de la France (Poitou-Charentes) et est encoravataent commun dans I'est (Bourgogne).
C. cyanugréunirait les criteres recommandés pour un indigatie la diversité biologique au
sein de la parcelle cultivée : il est spécifiquentilieu, semble étre sensible aux modifications

de I'environnement et est facile a détecter dompks a mesurer.
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Figure 1 : Carte de la zone d’étude du CNRS de Chizé (Bdalioarentes) et de I'INRA de
Fénay (Bourgogne). Les parcelles échantillonnée2088 (Chizé) et 2009 (Chizé et Fénay)
sont annotées. Les zones identifiées avec desatamsd de bleuets sont entourées.
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- L'objectif est donc de déterminer si le bleuet peiite utilisé comme
indicateur d’'une diversité floristique dans la paetle cultivéevia I'étude de
deux sites représentant des situations contrastéesPoitou-Charentes ou le

bleuet est rare et la Bourgogne ou il est encoréduent.

Ce chapitre est composé de deux articles :

Le premier travail a été effectué sur une annéeetbxé, en Bourgogne, région ou les
populations de bleuets sont encore stables et driégs alors que la deuxieme
expérimentation a été faite sur deux années deéekn Poitou-Charentes, région ou les

populations de bleuets sont rares.

A- Bellanger, S., Darmency, H., Guillemin, J.P., 20Melationships
between weed diversity an€entaurea cyanus XII1°™ Colloque
International sur la Biologie des Mauvaises Herli@gmn, France, 8-10

Septembre 2009, 8-15. Communication orale
B-Bellanger, S., Guillemin, J.P., Bretagnolle, V., rbancy, H., 2011.

Centaurea cyanuk. as a biological indicator of segetal speciebness

in arable fields. Soumis
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RESUME

Préserver ou accroitre la biodiversité est un enjeu qui nécessite la mise au point
d’indicateurs. Le milieu agricole est aussi concerné car il doit répondre a un consensus entre
la productivité agricole et le maintien de services écologiques. Nous avons choisi de tester si
le bleuet, une espece messicole, peut étre utilisé comme indicatrice. Notre étude a donc
cherché a mettre en évidence si sa présence était synonyme d’une richesse floristique
importante. Pour cela, des relevés floristiques ont été effectués dans 3 zones de la
commune de Fenay (Coéte d’'Or), contenant une population supposée stable de bleuet. Des
parcelles témoins hors de ces zones ont aussi été échantillonnées. La présence du bleuet
dans une parcelle n’indique pas une meilleure diversité floristique. En revanche, les zones
avec des populations de bleuet sont plus riches que le reste de la commune de Fenay.

Mots-clés : biodiversité, adventices, champs, messicoles, bleuet

ABSTRACT
RELATIONSHIPS BETWEEN WEED DIVERSITY AND CENTAUREA CYANUS

Protecting or increasing biodiversity is a challenge that requires the setup of biodiversity
indicators. The agri-environment is also concerned because it is necessary to compromise
between agri-productivity and the preservation of ecological services. We chose to test if the
cornflower could fit to that purpose. Our study tried to estimate if its presence indicates
higher biodiversity. For that purpose, 3 zones in Fenay (Coéte d'Or), containing each a stable
population of cornflower, were sampled. Control fields outside these zones were also
sampled. The presence of cornflower in a field is not associated with higher plant diversity.
However, the biodiversity in the zones containing a stable population of cornflower increased
compared to the rest of the fields in Fenay.

Keywords: biodiversity, weeds, arable fields, segetal, cornflower
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INTRODUCTION

Actuellement, le monde subit une érosion de la biodiversité a une échelle encore jamais
atteinte (Gregory et al, 2005). Il est maintenant reconnu que les principaux facteurs
responsables de cette chute sont anthropiques. Par ailleurs, c'est dans les agro-
écosystemes que le nombre despéces en déclin est le plus important (Robinson &
Sutherland, 2002). La cause principale de cette raréfaction est le changement dans les
pratiques culturales a partir des années 50. En effet, avant, I'agriculture était de type
extensive, et le paysage était composé d’une mosaique de cultures et donc potentiellement
de différents habitats pour la faune et la flore. Avec la révolution verte, les pratiques
agricoles se sont intensifiées. Les rotations se sont simplifi€es avec une réduction de la
diversité des cultures pouvant aller pour certaines jusqu’a la monoculture. Les itinéraires
techniques appliqués ont évolué vers une intensification avec des apports quasi-
systématiques d’engrais et de pesticides. Il y a eu aussi mise en ceuvre de remembrements
qui ont modifié le paysage agricole le faisant passer d’'une mosaique composée de
nombreuses petites parcelles a un assemblage de grandes parcelles. Cette pratique a
entrainé une fragmentation de I'habitat qui a diminué les connectivités entre les parcelles
(Trakhtenbrot et al, 2005) et représente actuellement une menace sérieuse pour le maintien
de certaines populations (Young et al, 1996). En effet, elle provoque la réduction de la taille
et lisolement spatial de celles-ci (Lienert et Fisher, 2003). Ce phénomeéne induit une
diminution de la variabilité génétique (Young et al, 1999) due a la dérive génétique ou la
consanguinité (Hensen et al, 2005) et peut ainsi mener a I'extinction de la population.

Ainsi, certaines pratiques se sont avérées néfastes pour un grand nombre de
communautés animales et végétales associées aux milieux agricoles (Peeters et Janssens,
1995). Parmi ces especes, on trouve les adventices des cultures, et plus particulierement les
messicoles (espéces commensales des moissons), qui ont un réle important de support de
la diversité pour les réseaux trophiques supérieurs (Marshall et al, 2003). Il est donc
nécessaire de trouver des indicateurs de diversité parmi les adventices des cultures. Les
taxas choisis comme indicateurs doivent étre sensibles aux différentes contraintes qui
peuvent affecter la diversité et ainsi, permettre, par leur intermédiaire, une mesure de la
gualité de I'habitat (Landres et al, 1988).

Le bleuet (Centaurea cyanus L.) est une espéce messicole emblématique
reconnaissable a ses fleurs bleues, et souvent considérée comme patrimoniale. C’est une
Astéracée annuelle diploide. Elle germe principalement en automne, passe I'hiver en rosette
et fleurit d’avril a juin (Dutoit et al, 2001). C. cyanus a été importé en France avec les
moissons pendant I'Antiquité mais faisait déja partie du cortége floristique au Néolithique
(Jauzein, 2001). On le retrouve principalement dans les cultures de céreales d’hiver et de
colza. C. cyanus, trés répandu en Europe jusqu’a la deuxiéme moitié du 20°™ siécle, est
actuellement en déclin dans certaines régions de France (Baron, 1989) et d’Europe (Wilson,
1990). Les principales causes de sa raréfaction résulteraient de changements dans les
pratiques agricoles telles que le tri des semences, [lutilisation d’herbicides
(antidicotylédones) et d’engrais, la destruction des bords de champs (zone refuge pour les
messicoles) ainsi que la conversion des terrains arables marginaux en péaturage (Olivereau,
1996). Ces différentes pressions l'ont réduit a des populations de petites tailles et la
fragmentation de son habitat a conduit a des extinctions locales. Cependant, cette espéce
peut représenter une ressource importante de pollen et de nectar pour les insectes
pollinisateurs et ses semences peuvent aussi servir de ressource a I'avifaune.

L'ensemble des caractéristiques citées précédemment fait du bleuet un bon
candidat a tester comme indicateur de diversité. Il est d'ailleurs déja considéré comme tel
par des associations naturalistes mais cela n’a encore jamais été démontré scientifiquement.
Cette étude testera les relations du bleuet avec la flore dans les agro-écosystemes. Des
relevés floristiques ont été effectués dans des parcelles cultivées de la commune de Fenay
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(Cote d’'Or). Pour tester la pertinence du bleuet en tant qu’indicateur de diversité floristique,
nous calculerons les indices de diversité de Shannon en fonction de la présence ou non du
bleuet dans la parcelle avec I'ensemble de la flore puis seulement avec les espéces
messicoles. Par ailleurs, nous testerons la capacité des autres messicoles trouvées dans les
échantillonnages a étre le marqueur de la présence de ce groupe.

MATERIEL ET METHODES

ZONE D’ETUDE ET PROTOCOLE D’ECHANTILLONNAGE

La zone d’étude se situe dans la commune de Fenay en Céte d’'Or. Elle est composée de 80
parcelles appartenant a 20 agriculteurs différents et représente une surface de 8kmz2. Des
populations stables de C. cyanus y ont été repérées en 2006 et 2007. Les bleuets sont ainsi,
distribués dans trois zones non adjacentes. En 2009, une campagne de relevés floristiques a
été mise en place afin d’échantillonner les parcelles ou se trouvaient des populations stables
de bleuet ainsi que les parcelles avoisinantes dans les trois zones repérées.
L'échantillonnage a été fait suivant un protocole de relevés en étoile hiérarchisé. Celui-ci est
composé de 32 quadras de 2x2m. Le centre de I'étoile est placé approximativement au
milieu de la parcelle. Puis, 8 transects de 4 quadras sont disposés autour de ce point.
Chaque transect mesure 64 metres et est séparé du suivant par un angle de 45° par rapport
au centre de I'étoile (Figure 1). Pour chaque quadra, les especes sont notées 1 quand elles
sont vues une fois et 2 quand elles ont été observées plus d'une fois dans le quadra. Trois
ensembles de parcelles ont ainsi été échantillonnés dans la commune de Fenay.

Figure 1 : Position des quadrats du relevé de la flore.
Location of quadrats of releve.
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Des parcelles supplémentaires, choisies aléatoirement dans la commune de Fenay et
ne se situant pas dans les zones a population de bleuet, ont été échantillonnées. Par la
suite, ces parcelles seront nommeées témoins.
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ANALYSE DE DONNEES

Les données ont été traitées via une comparaison des indices de diversité de Shannon en
fonction de la présence/absence du bleuet dans les parcelles échantillonnées et des
témoins. Afin de ne pas biaiser les résultats observés, nous avons retiré le bleuet de
l'analyse. L'indice de diversité de chaque espéce messicole rencontrée lors des relevés a
été calculé suivant le méme principe.

Les données ont été analysées a 'aide du logiciel de statistique Past1.77 avec un
seuil de décision pour I'ensemble des tests fixé & 10%. Etant donné le nombre peu élevé de
parcelles avec des messicoles, la comparaison des indices de diversité été faite avec des
tests de Kruskal Wallis.

RESULTATS

Dans la commune de Fenay, 33 parcelles ont été échantillonnées. Les relevés ont été faits
dans des parcelles de blé, de colza, d'orge, de moutarde et de tournesol. Une parcelle
témoin pour chaque culture a été échantillonnée. Du bleuet a été vu dans 5 parcelles.

RELATION ENTRE LA FLORE OBSERVEE ET LE BLEUET

Les indices de diversité de Shannon ont été calculés en fonction de la présence/absence du
bleuet en plein champ dans les trois zones géographiques étudiées, pour I'ensemble de la
flore. Dans les zones a bleuet, il n'y a pas de différence significative de diversité entre les
parcelles avec ou sans C. cyanus (Figure 2). Par contre, les témoins sont significativement
plus pauvres que les parcelles se trouvant hors des trois zones (p= 0.019).

Figure 2: Diversité floristique (Indice de Shannon, toutes espéces inclues) en fonction de la
présence/absence du bleuet dans les champs en 2009 dans la commune de Fenay.
Weed diversity (Shannon index, includes all the species) in the field according to
the presence / absence of C. cyanus in 2009 in the Fenay district.
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Centaurea cyanus étant une espece messicole, la méme analyse a été faite en ne
prenant en compte que ce groupe d’espéces. Nous avons pris comme liste de référence
pour les especes messicoles celle indiquée par le site internet de Telabotanica (Aboucaya,
2011). Pour I'ensemble des relevés, huit messicoles ont été trouvées en plein champ :
Alopecurus myosuroides (ALOMY), Scandix pecten-veneris (SCAPV), Papaver rhoeas
(PAPSPP), Viola spp (VIOSPP), Centaurea cyanus (CENCY), Aphanes arvensis (APHAR),
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Legousia speculum-veneris (LEGSV) et Galium aparine (GALAP). Lorsque du bleuet est
présent dans la parcelle, il n’y a pas plus d’especes messicoles dans le champ (Figure 3).
Figure 3 : Diversité floristique (Indice de Shannon) en fonction de la présence/absence du
bleuet pour les especes messicoles dans la commune de Fenay.

Weed diversity (Shannon index) of the segetal species associated with cereal
cultures according to the presence/absence of C. cyanus in Fenay district.
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La comparaison des indices de diversité pour chague espece de messicole en
fonction de leur présence ou non dans la parcelle a été faite. Sur les 8 especes de
messicoles observées dans les relevés, seule VIOSPP semble étre une espece « signal » de
la présence d'autres messicoles dans la parcelle (Tableau 1).

Tableau 1 : Significativité des Indices de Shannon pour chaque messicole en fonction de leur
présence ou non dans le champ. Les probabilités p significatives (en gras dans le tableau)
montrent que lorsque I'espece est présente dans le champ, il y a significativement plus
d’especes messicoles.

Significance of Shannon indices for each segetal species associated with cereal
cultures according to their presence or not in the field. The probabilities p significant (in bold)
show that when the species is present in the field, there are significantly more endangered
species.

Especes | ALOMY | APHAR | CENCY | GALAP | LEGSV |PAPSPP| SCAPV | VIOSPP

p 0,2774 | 0,9001 0,401 0,2589 1 0,465 0,4359 | 0,01053

DISCUSSION

Dans la zone atelier de la commune de Fenay, le bleuet n'est pas le marqueur d’'une plus
grande diversité floristique. Par contre, les zones a population de bleuet échantillonnées
(parcelles avec du bleuet et celles I'entourant) sont significativement plus riches en espéces
adventices que les témoins. A I'échelle de la commune de Fenay, la répartition des bleuets
n'est donc pas completement aléatoire. En revanche, elle semble I'étre a une échelle plus
fine comme celle de la parcelle. Des pratiques agricoles et/ou un type de sol différent
pourraient étre des causes explicatives. En effet, le type de pratique conduite dans les agro-
écosystéemes a un impact direct sur la diversité et la structuration des communautés
d’adventices (Kleijn & Sutherland, 2003). Le paysage peut aussi avoir une influence sur la
diversité des mauvaises herbes (Boutin et al, 2008). Etant donné que la majorité des
populations de bleuet se situent dans la partie sud-ouest de la zone atelier, il est possible
que le reste de la zone soit différent sur au moins un des éléments précédemment cités. Par
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ailleurs, l'effort d’échantillonnage est peut-étre insuffisant et nécessiterait une deuxieme
campagne de relevé floristigue. Le nombre de témoins est aussi probablement trop faible
(seulement un par culture) et ne représenterait pas correctement la réelle diversité floristique
hors des zones a population de bleuet. Afin de confirmer ces résultats, réitérer une
campagne d’échantillonnage I'année prochaine pourrait étre nécessaire.

Comme nous l'avons vu précédemment, le bleuet fait partie des especes messicoles,
un groupe actuellement en voie de raréfaction dans les parcelles cultivées. Or, ce sont des
espéces commensales des moissons, donc normalement adaptées aux pratiques culturales.
Pourtant, l'intensification de I'agriculture a provoqué leur déclin (Robinson et Sutherland,
2002). La diversité ainsi que la présence d'especes rares ou en danger sont des criteres
souvent cités pour la sélection de site a conserver (Prendergast et al, 1993). Les
comparaisons des indices de diversité de Shannon en fonction de la présence/absence du
bleuet montrent que cette espéce ne peut pas servir de marqueur de la présence de
messicoles dans les parcelles de la commune de Fenay. De la méme facon, les autres
messicoles peuvent étre testées comme indicatrice de diversité floristique de leur groupe.
Sur les 8 rencontrées dans la zone atelier, seule Viola spp semble étre une espéce
« signal » de leur présence dans le champ. Ces résultats pourraient provenir d’une
différence de réponse de cette espéce a un aspect de l'intensification (Pocock et Jennings,
2008). Par ailleurs, VIOSPP est encore relativement abondante et fréquente a Fenay. En
effet, elle a été observée dans 29 des 33 parcelles échantillonnées, dont les parcelles
témoins. La probabilité de rencontrer des espéces messicoles en sa présence augmente
donc. Ces arguments font de Viola spp, a priori, un choix inapproprié pour indiquer la
présence des espéces messicoles. En effet, si on recherche une espéce indicatrice de
changements floristiques, le plus efficace est plutét de déterminer les caractéristiques des
espéces rares ou en voie de raréfaction dans un paysage pour mieux comprendre les
facteurs influencant leurs statuts et ainsi choisir I'espéce la plus sensible (Dierssen, 2006).
Or, ces indicateurs sont difficiles a identifier (Nordén et al, 2007). Il faut donc faire attention
au choix de l'espéce indicatrice, car une mauvaise décision pourrait déformer notre
compréhension de la biodiversité en exagérant ou réduisant les impacts d’'une gestion. Ainsi,
des espéces indicatrices choisies et bien adaptées au milieu peuvent ne pas montrer les
changements pour des espéces plus sensibles et ainsi retarder la gestion nécessaire de ce
milieu (Dudley et al. 2005). Par exemple, dans les foréts du nord de la Scandinavie, les
rennes et les élans ont été choisis comme indicateurs de I'état de la forét, mais il s’est avéré
gu’ils ne prenaient pas en compte le bois mort, ce qui a entrainé une menace importante sur
un grand nombre de saproxyliques qui sont sur la Liste Rouge de Suede (Fridman &
Walheim 2000).

En conclusion, Le bleuet n’est pas un indicateur de diversité floristique, ni banale ni
rare (messicoles) dans la parcelle ou il se trouve. Par contre, les zones avec des populations
de bleuet semblent étre plus riches que le reste de la commune de Fenay. Le bleuet pourrait
donc marquer par sa présence une plus grande diversité non pas a I'échelle de la parcelle,
mais du paysage. L’'analyse des pratiques culturales dans les différentes parcelles
échantillonnées est en cours afin de déterminer d’éventuelles différences explicatives. Reste
a savoir, a I'échelle des zones a bleuet, si la présence du bleuet est réellement aléatoire ou
si elle répond a des critéres pas encore renseignés, en particulier des pratiques agricoles ou
des facteurs paysagers (connectivités des parcelles, propriété fonciéere, etc.)..
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ABSTRACT

Agricultural intensification has resulted in a losé biological diversity within the
agroecosystem. Biological indicator species areomamt tools for monitoring species
diversity. The aim of this study was to determirtgether cornflowerCentaurea cyanuk., a
segetal species that is easily identified in thentxyside, is an appropriate indicator of weed
species diversity in the Poitou-Charentes regiowestern France. The study areas selected
were those in whicl€. cyanuswas present in agricultural fields in a previousnitoring in
both 2006 and 2007. All plant species in sampledivithin the study areas were inventoried
in two consecutive years in 2008 and 2009. Theegmes of C. cyanuswas not a good
indicator of overall species richness within thelds. However,C. cyanuspresence did
correlate with the presence of other segetal speBieciprocally, most other segetal species,
which were also found at low frequencies in thedgtareas, also correlated with higher
segetal richness. We therefore conclude @atyanusis a good candidate for use as an

indicator of segetal diversity.

Keywords: Arable field, Species diversity, Biologicindicators, Weeds, Agroecosystem,

Cornflower
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1. Introduction

Loss of biological diversity is a major concernlgdly, in particular because the main
causes of this loss are known to be anthropomor(@driegoryet al.,2005). Agroecosystems
are currently experiencing a strong rate of biodiig loss (Robinson and Sutherland, 2002).
This is critical because agroecosytems accour24aio 38% of terrestrial ecosystems on the
planet, and are the most dominant terrestrial estesy in the world (Millennium Ecosystem
Assessment, 2005). Though the agroecosystem mdepgnds on human management, it
nevertheless harbors many wild animals and pldntparticular, many plant species have
adapted specifically to this ecosystem since tligiroof agriculture, and many weeds now
depend strictly on cropping systems. However, drapsystems have been intensified in
Western Europe since the 1950s (Wilson et al., 19B4s intensification is characterized by
an increased use of nitrogen fertilization (Minosai et al., 2007), and by landscape
homogenization (Kleijn et al., 2009). As a restitiere has been a widespread decline of
biological diversity that encompasses farmland di{@onald et al., 2006), pollinators
(Biesmeijer et al., 2006), insects (Benton et2002), and arable weed communities (Fried et
al., 2009). This reduction in diversity has, inntuhad a strong impact on trophic networks
within agroecosystems (Dornelas et al., 2009).

Arable weeds are one of the plant groups predictde most affected by agricultural
intensification, and particularly by herbicide ug€ulman et al.,, 2010). Weeds are a
component of biological diversity (Marshall et a2003) and a key trophic resource for
pollinators, phytophagous insects, granivorous fanch birds, and other herbivores (Newton,
2004; Storkey, 2006). Decline of species diversiyld lead to the loss of ecosystem services
and then affect ecosystem functioning (Chapin.ea00; Balvanera et al., 2006).

However, monitoring the entire weed community (@lgout 360 species in France) is
challenging, and simple indicators may offer aricefht means of monitoring ecosystem
health. The selection of an appropriate indicapacges will depend on costs and benefits—a
trade-off between the intended goal of the indicatad the feasibility of the indicator—and
on management objectives (Dale and Beyeler, 2@ayle species and species assemblages,
or both, have been used as biological indicatorgvfHen and Huusela-Veistola, 2008).
Species richness is the simplest measure of diyedsut other indices that measure the
frequency distribution of a species are commonbdushe Shannon-Weaver index is one of
these (Magurran, 1988). Identifying appropriateedsity indicators has proven to be a
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difficult task in many cases (Nordén et al., 200fglicators must characterize environmental
changes (Dierssen, 2006) and they must be sensdiverocesses that affect biological
diversity (Landres et al., 1988; Grundy et al., P01

Alternatively, many conservationists have used ghesence and richness of rare or
endangered species as biological indicators (Prgade et al., 1993). These already
threatened species are generally the first to bectaefl by ecosystem changes. The weed
speciesRanunculus arvensik., Scandix pectin-venerik., and Centaurea cyanu&. have
declined markedly this century in Western Europgi¢§fe and Kay, 2000). These weeds are
probably good candidate as biodiversity indicatoesause they are strictly dependent on
arable ecosystems (Wilson, 1993) and are sensdiagricultural intensification (Pocock and
Jennings, 2008).

Arable land-dependent weed species are called taegmecies”. This term describes
annual species with a life cycle that correspomdthat of winter cereals and that mature at
the time of harvest. Their co-existence with wintereals was reported as far as it can be
recorded from the origin of agriculture. They commprabundantRapaver rhoeas L. Galium
aparine L), under surveillanceBfomus arvensis L., Consolida regalis) lar threatened
(Adonis annua L., Nigella arvensis) Ispecies. The segetal reference list we useddrstady
is the one adopted by a panel of agronomy and pataperts in France under the label
“messicoles” (Aboucaya et al., 2011). Several sggfiom this list are very widespread while
others are on the red list of many countries amgibres.C. cyanus(Asteraceae) appears on
this list as a species that may be at risk and ldho& monitored. Although it is a noxious
weed, it is considered as emblem of the flora astst with traditional, “low input”, cereal
cultures. At the society level, it symbolizes hapel represents a flag species that deserves to
be protected (WWF, 1989). It is an insect-pollidatannual species that was imported to
western Europe along with cereals about 2000 yegrs (Jauzein, 2001). This species
germinates in autumn and is mainly present in wiateps (wheat and oilseed rape). It is a
rare and endangered segetal species in westergerrancluding in the Poitou-Charentes
region (Baron, 1989). Populations ©f cyanusn the Poitou-Charentes region are generally
small and restricted to just a few areas. Thisiggaemay be a good candidate as indicator of
arable land biodiversity because it occurs onlatiable land and is an easily recognizable
species, with blue flowers that emerge above thp canopy. Identifyin@. cyanugresence
could help to detect associated species that dreasiy visible and to identify areas that are
significant for conservation. In reality, some asations in France already view this species

as a biodiversity indicator. The aim of this stuthgrefore, is to evaluate wheth@r cyanus
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can be considered a reliable weed diversity indicathe study was carried out in the Poitou-
Charentes region in 2008 and 2009, using floristimples collected in fields in whidb.
cyanuswas either present or absent.

2. Materials and methods
2.1. The region

The study site is located in the Central Westeran€e (Poitou-Charentes Region,
46-11°N, 0-28°W; Fig. 1), south of the city of Niwevithin a landscape that is primarily
farmland. The study site encompasses approxim&@lykmz2, and includes mostly winter
crop (winter wheat and oilseed rape) and, to aelesstent, grasslands. Average field size is
about 4 ha in this region. Accurate visual monitgriof the region conducted in late spring
during C. cyanudlowering in 2006 and 2007 detect€d cyanuswithin fields or field edges
(i.e. still cropped land but not sowed) of 0.38%ta 18 000 fields (Fig. 1), which allowed to
determine the study areas for further years.

Areas containing a
population of C. cyanus

@ @ 2008 controls fields

A 2009 controls fields

A A

N

.........
.........

Fig. 1. Map of the study site in the Poitou-Charentesarghowing locations of study fields
in 2008 and 2009. Symbols indicate the areas auntpia population oCentaurea cyanus
(circle) and the control fields in 2008 (point) a2@0D9 (triangle).
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2.2. Study areas and sampling

Nine areas were selected (Fig. 1). Each considtadcentral field where a population
of C. cyanusvas observed both in 2006 and 2007, and all adfde#ds (Fig. 2). Our survey
included seven of these areas in March 2008, dmdra areas in February—March 2009. The
fields were only surveyed if winter wheat or wintgiseed rape was actively sown at the time
of the study. Therefore, only 27 were sampled lyetlrs while 37 fields were sampled only
once in either 2008 or in 2009. In each area, vapetties were surveyed within central and
adjacent fields and on one randomly taken fieldeedfevery field. By early spring, fall-
germinating species were already identifiable aallsptants and spring-germinating species
as just-emerged seedlings, so that we considemthatere able to sample the whole sample
richness. Several control fields,14 in 2008 andrni2R009, sown either with winter wheat or
oilseed rape, were randomly sampled outside thectssl areas, i.e. in locations wh&e
cyanushad not been observed in the 2006-2007 monitofig ().

N

A 0 30 60 120 Meters
]

168



Fig. 2. Map of the FOY area, including local roads (arrpvise central field (P32) and the
adjacent fields. The sampling locations of fieldyesl (generally at the opposite side with
respect to the central field) are indicated as édijses.

To account for heterogeneity of weed distributibmotighout the inner field, the
sample protocol was based on a star pattern commdssight, 60m-long arms. The star was
sometimes slightly distorted to account for fielohfiguration, especially narrow fields for
which the most outer quadrat was located at leastfrom the field border. Each arm
contained four 2x2m?2 quadrats. The distance betweadrats varied along each arm (Gaba
et al., 2010). We used GPS to record the locatidheo32 quadrats. We pooled data from the
32 quadrats in order to estimate the Shannon-Wehversity indices at the field level. Here
we simply defined the species abundance in a &iglthe sum of the quadrats that contained a
given species (therefore, this value ranged froaim 82). This approach avoids the drawbacks
of estimating species richness and species demsigddition, we recorded the incidence of

weed species throughout a continuous 0.5m-wide - [60wnlane in the field edge.
2.3. Data analysis

The species richness was calculated as the acciemiulamber of species in a field
according to the compartment (field edge or inm&d¥ or in the whole field (field edge and
inner field). Species richness of the whole fielebwaed accounting for potentially present
species even if not detected inside the correspgnéield. An interpolation map was
generated from quadrats and edge data to detertménspecies richness throughout each
study area. We used the ordinary kriging methodgkwstatistical analysis. Area mapping
was done using ArcView GIS® 9.3. The analysis waisedseparately for each area and for
each year. The kriging method creates a modelirig dstribution map and models the
species richness spatial distribution using thesgatial position data that we collected at each
site. We used the Gaussian model, which givesausdhogram with the lowest nugget value.
A corresponding error map was used to estimateetrability of the model predictions.

The comparison of the mean species richness betareas and years of sampling was
made, firstly, based on the whole field data aedpadly, based on inner field data only (i.e.
without field edge). The field edge was not inclddie the calculation of the Shannon-Weaver
index because species abundance was not recordbedtinompartment which has not been
structured into quadrats. An unbalanced, nested YWAN@odel included Year, Area, and
Crop within Area, all random factors, in GLM proced using XLSTAT (2011). The

frequency of occurrence is the proportion of thenhars of fields in which the species was
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observed to the total number of fields over thegtareas (without the control fields). When
the field edge was included in the calculatioms gpecified.
The Shannon-Weaver index was calculated from atisg recorded in the quadrats
(without the edge) as:
H =- X [(Ni/N)*In (Ni/N)]
with:
* Ni=the abundance value for one species
» N=the sum of the abundances for all species obdenvihe field.
In a second step, we only used the segetal spddiessegetal reference list used here is the
one adopted by Tela Botanica (http://www.tela-bmamwmrg/page:plantes_messicoles_liste).
The Kruskal-Wallis test was used to compare theerdity indices, using R software (R
development Core Team, 2011). The regression nafdéle diversity index in terms of the

frequency of occurrence of every segetal speciassdoae using XLSTAT (2011) software.

3. Results

3.1. Occurrence of. cyanus

In 2008, C. cyanuswas found in five of the seven areas surveyedal present in
eight fields of the 40 grown with wheat or oilsegage contained within these seven areas. In
three of these ared3. cyanuswas present in just one field (both on the edgethe inner
field). In one areaC. cyanuswas present in two fields and in the final aacyanuswas
present in three fields (of these five fiel@s, cyanuswas present on the edge and the inner
field in two cases, and on the edge only in theaiammg three cases). Three of the fields in
which C. cyanusvas found in 2008 were the same central fieldshicvit was found in the
2006/2007 monitoring.

In 2009,C. cyanuswas found in six of the nine areas surveyed. & yaesent in ten
fields of the 51 grown with wheat or oilseed rapatained within these nine areas. In three
of these area€. cyanuswas present in just one field. In two of theseaaf@. cyanuswas
present in two fields (in the inner field only). dme are&C. cyanusvas present in three fields
(twice in the inner field and once on the edge).ohgthese fields, only two of the fields in
which C. cyanuswas found in 2009 were the same, central field/iwch it was detected in
the 2006/2007 monitoring and only two of the fiel@mtainedC. cyanusin both 2008 and
2009. Over both years, its frequency of occurremae 0.20 in the study areas (inner field and

field edge). The abundance Gfcyanusinside the fields in which it was detected (i.4. 1
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fields) ranged from 1 to 32 with a mean of 10.6.& @naximum abundance is 32 quadrats).

C. cyanusvas never observed in control fields.
3.2. Species richness

A total of 107 species were observed in the inredd$ (including the control fields)
over 2008 and 2009, and 133 when field edges wetaeded. In the study areas an average of
23.5 species was observed per whole field, witheamof 14.7 species in the field edge and
15.8 species in the inner field. In the controld®e an average of 28 species was observed per
whole field, with 19.4 species in the field edgel 5.5 species in the inner field.

Table 1: Number of fields with oilseed rape (OSR) or wheatgd comparison of the mean

species richness in inner fields without or inchglifield edges in the nine study areas
between 2008 and 2009 (p-value of the Kruskal-\&/adist).

Areas Field number Species richness
2008 2009 Without edge Including edge
OSR / Wheat OSR / Wheat 2008 / 2009 p-value 2008 / 2009  p-value
F2 6/3 3/6 18.6 =12.9 0.05 29.3>194 0.02*
F30 2/5 2/4 16.7 =16.5 0.55 25.8=248 0.94
F43 1/2 1/2 12.7=18 0.47 17.7=243 0.51
FOY 1/8 5/3 12.1<19.6 0.005** 19.9<31.0 0.01*
STB 0/3 0/3 12.3=8.3 0.69 20.3=11.0 0.19
V5 215 0/6 17.4=1438 0.99 19.7 =20.0 0.35
V6 1/1 0/4 27 =122 0.17 36.1=19.5 0.24
Vi / 5/2 15.6 /26.7 /
F1 / 2/3 19.4 /26.4 /

* ** significant ata<0.05and 0.01, respectively

The mean species richness per whole field (inneld fand field edge) differed
between 2008 and 2009 in only two of the sevensatieat were surveyed in both years: F2,

where species richness was higher in 2008, and W@®¥ére species richness was lower in
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2008 (Table 1). When considering the mean speibgaess in the inner field only, there was

no difference for F2, and only FOY appeared diffi¢t@etween years.

Spatial distribution of species richness in 2008

Prediction Map Prediction Error Map
Species richness Species richness
0-145 1,09-1,42
1,45-247 142-1,66
247-318 166-1,84
3,18-4,20 184-197
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A e P B 775074 A ST B 22217
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Spatial distribution of species richness in 2009

Prediction Error Map
Species richness

Prediction Map
Species richness
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Fig. 3. Spatial distribution of: a) weed species richnesd.a Foye-Monjault (FOY) area in
2008 and 2009; the darker the drawing, the higherspecies richness; b) the corresponding
error map; the darker the drawing, the higher gterate of the error.
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Six of the nine fields in F2 were sown with oilseage in 2008 but only three fields were
sown with oilseed rape in 2009. Conversely, onlg ohthe nine FOY fields was sown with
oilseed rape in 2008, but five of eight fields fy®d in FOY in 2009 were sown with oilseed
rape (Table 1). The nested model (df=14, F=3.24).@804) indicates that the species
richness distribution can be explained by the qlamted in a given field. The mean species
richness in wheat fields over the study areas vé@a8 (11.9 in the field edge and 13 in the
inner field) and the mean species richness in ellsape fields was 31.7 (20.2 in the field
edge and 21.2 in the inner field). This result daesplain differences between 2008 and 2009

in F2 and FOY. There was no significant effectamgpling year or area on species richness.
3.3. Spatial analysis

The spatial distribution of weeds was similar fdrrane areas. Prediction and error
maps from the kriging method are presented herd-@Y only, one of the two areas that
showed a species richness difference between {fegrs3). We did not observe. cyanusn
FOY in 2008 but we observe@. cyanusin one FOY wheat field in 2009 (P37). The
frequency ofC. cyanusoccurrence changed in time and space,(hbutyanudrequency was
always below 0.3 (Table 2).

Table 2 Mean frequency over the study areas (without timerobfields) of the occurrence of
C. cyanusn time and space according to the year of samptime crop, and the habitat. The
mean value encompasses the two crops and the Viletde (inner field and field edge
together).

Mean value Wheat / Oilseed rape Edge / Inner field
2008 0.20 0.18/0.23 0.20/0.12
2009 0.20 0.21/0.17 0.02/0.18

We observed a difference between the field intaarat the edge, but the nature of this
difference depended on the type of edge. If theeedas located between two fields, species
richness was lower at the field edge than theimtelf the edge was alongside a hedgerow,
species richness was the same in the interior atickadge. If the edge was by a grass strip,
species richness was higher at the edge than imtdeor (Table 3). The error map shows
that the best prediction of species richness i lyetars (in white in Fig. 3.b) matched with

the location of the sampled quadrat on the stagdesid with the field edges.

174



Table 3 Comparison of mean species richness over the sitghs and the control fields in
the edges according to their adjacent habitat (pevaef the Kruskal-Wallis test).

Edge type Number of edges Mean species richness p-value

Field edge / Inner field

Field/Field 40 12.2/17.5 0.002**
Field/Hedge 12 13.9/15.2 0.88
Field/grass strip 73 18.4/14.9 0.002**

**: significant ata< 0.01.

3.4. Relationship between Centaurea cyanus andiéeel species
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Eig. 4. Shannon-Weaver diversity index for all speciessoled in inner field according to: a)
the study areas compared to the control fieldghe)actual presence/absenceCeintaurea
cyanus The box represents the"™&nd 78 quartiles, the median corresponds to the bold line
and the whiskers show the minimal and the maxirahles except outliers figured by circles.
The test used was a Mann-Whitney test for a) akduakal-Wallis test for b), significant at
a<0.05.

The Shannon-Weaver diversity indices were caledlger field without including the
edges. There was no significant difference in gsediversity between 2008 and 2009. The
two years were therefore considered together foseguent analyses. Species diversity did
not differ between the study areas and the cofigtuls (Fig. 4a). Species diversity also did

not differ between the central field and adjacégidé within any single area. We compared
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the Shannon-Weaver diversity indices of the fietdahich C. cyanusvas actually present in
the 2008 and 2009 sampling seasons with those ichwhh cyanuswas absent, in order to
assess whethdéZ. cyanusis an appropriate indicator of weed diversi@. cyanuswas not
included in the calculation of the Shannon-Weaveerdity indices used in this comparison.
The species diversity of fields containifig cyanusn 2008 or 2009 did not differ from the
species diversity in those fields withddit cyanusor from the control fields (Fig. 4b).

3.5. Relationship between segetal species and Gesaiayanus

a)

=
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1.0
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0.5
0.5

Shannon-Weaver Indlces
Shannon-Weaver Indices
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L

0.0
1

Areas Controls With Without Controls
(N=87) (N=32) C. cyanus C. cyanus
(N=32) (N=73) (N=32)

Fig. 5. Shannon-Weaver diversity index based on the segg¢gies observed in inner field
according to: a) the study areas compared to tidraldfields; b) the presence/absence of
Centaurea cyanusompared to the control fields. The box represe¢hes 28" and 7%'
guartiles, the median corresponds to the bolddime the whiskers show the minimal and the
maximal values except outliers figured by circlEke test used was a Mann-Whitney test for
a) and a Kruskal-Wallis test for b), significania0.05.

We observed 14 segetal species in the quadfedsnis annual., Alopecurus
myosuroides$ids, Aphanes arvensis., Arrhenatherum elatiuk., Calepina irregularisL., C.
cyanus Galium aparine L., Legousia speculum-veneris., Lithospermum arvensé..,
Papaver rhoead.., Ranunculus arvensis., Scandix pecten-venerls, Thlaspi arvensd..,
and Viola sp. tricolor and/orarvensi3. Of these specie#). elatiusand T. arvensewere
observed only in 2008 while. arvensisandL. speculum-venerisere observed only in 2009.
Where they were present, there average abundangeddrom 1 to 20 quadrats over a total
of 32 (Table 4). Diversity was significantly higherthe study fields than in the control fields
(p=0.026, Fig. 5a). Fields that contain€d cyanusin 2008 or 2009 contained significantly
more segetal diversity than fields withd@t cyanus(p=0.047) and than the control fields
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(p=0.006, Fig. 5b). The difference in segetal ditgrbetween fields within the study areas

that did not contai€. cyanusand the control fields bordered significance (076).

Table 4 Distribution (number of fields where a given sipschas been observed), frequency
of occurrence, mean abundance (in the fields wiherepecies was recorded) and mean value
of Shannon-Weaver indices over the study areasileddd from the segetal species in inner
field, for every segetal species as indicator, pngalue of the comparison of fields with
presence versus absence of that species (compasiatrated using a Kruskal-Wallis test).

Number Occurrence  Abundance Shannon-  p-value
of fields Weaver indices
Lithospermum arvense 5 0.05 1.2+0.2 1.06 0.27
Adonis annua 5 0.05 1.9+0.2 1.04 0.07
Legousia speculum veneris 7 0.08 13.8+3.8 1.20 <0.001***
Alopecurus myosorides 9 0.10 8.3+2.6 1.08 0.01*
Centaurea cyanus 14 0.16 106 £2.6 0.94 0.04*
Scandix pecten veneris 13 0.15 26+0.2 1.06 0.006**
Calepine iregularis 21 0.24 6.4+1.6 0.93 0.005**
Papaver rhoeas 30 0.34 6.1+1.6 0.82 0.04*
Aphanes arvensis 30 0.34 74+22 0.80 0.03*
Galium aparine 61 0.70 96+26 0.53 0.69
Viola sp. 75 0.86 19.8+2.9 0.53 0.59

* xx kkx gignificant at a<0.05, 0.01 and 0.001, respectively.

3.6. Distribution of segetal species in the langsca

In order to check whether the relationship obsgseove betwee€@. cyanusand the
segetal species group holds true for every segpiaties, we repeated the calculation as
above for every species separately (and removedsgezies from the data used to estimate
the Shannon-Weaver diversity index). The ten séggecies that were observed in both
years were used for the analysis. We also Uisespeculum-venerisvhich was observed in
enough fields in 2009 (eight fields) to allow usdearch for a correlation with the other

segetal species in 2009 only.
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Presence of seven of the eleven segetal speciescoveelated with richer segetal
diversity (Table 4). Segetal diversity was sigrahtdy higher in fields wherd. annua L.
speculum-venerjA. myosuroidesC. cyanusS. pecten-veneri€. irregularis P. rhoeasor
A. arvensiswere present than in fields in which these spesie® absent. The frequency of
all of these species was below 0.4. Presente afvensewhich had the lowest frequency of
occurrence, was not associated with higher segptalies diversity. Presence®f aparine,
and Viola sp. were not correlated with higher segetal spediesrsity. The frequency of
occurrence of each of these species was aboveMarkover, we observed a significant
negative correlation between segetal species diyeasd the frequency of occurrence of
segetal species; the Shannon-Weaver indices (yepa®sed linearly when the frequency of
occurrence (X) increased (y = 1.057 - 0.80x; R2996; F = 86.47 and p < 0.001).

4. Discussion

The frequency of occurrence Gf cyanusn the study areas was 0.20, including both
locations in the inner field and at the edge. Rtedithat we chose the study areas according
to previous scouting of the blue flowers in the mibyside, it is not surprising that its
frequency of occurrence was much higher than tl#®38 observed in the monitoring.
ThoughC. cyanushad been recorded in a central field in both 28668 2007, it did not
appear among the surface annual flora in two arekthreas in 2008 and 2009, respectively.
It was found in only three and two of the seven airgk central fields in 2008 and 2009,
respectively. It was predominantly observed inabgcent fields and/or edges (13 times over
18), but it was observed only once in two cons&euyears in the same field. This confirms
seldom and sporadic presence, even within thetselastudy areas. Probably, it is so rare and
sensitive to weed management that it could esd¢speampling procedure or be really absent
of the surface flora although it is present in #mwl seed bank and can re-appear under
favorable conditions. Highly selective herbicidasd avariation of the date of spray are
important factors involved in the regressiorCofcyanuqGuillemin et al, in preparation).

Although it is not the purpose of that study to pame the flora diversity among crops
or field location, we need to describe it in ortleicheck if there is any relationship with the
presence ofC. cyanus The mean species richness corresponds to thaespachness
commonly found within agricultural landscapes anttr@hicated fallow that often contains
less than 20 species (Dierssen, 2006). Speciasesshwithin wheat fields in the study areas

was close to that found in randomly sampled wheatdd in 2006 and 2007 in the same
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region (Gabeet al, 2010) and in other regions (Frietlal, 2008). In contrast to studies in
more eastern regions (Fried al, 2008), species richness was higher in fieldsnsexth
oilseed rape, probably because of reduced tillagdier sowing date and mild winter. The
kriging representation clearly showed higher spediehness in field edges alongside a road
and in the first meters from the edge than in thetral part of the field. This was confirmed
by comparisons of species richness in the fieldaodg the edge (Table 3) and corresponds
to general findings (Wilson and Aebischer, 1995nmiRwm et al, 2008, Friedet al, 2009).
Higher species richness within 4m of the field edgd rapid decline at greater distances is a
widespread pattern of weed distribution that isnlyadue to decades of intensive weed
control and depletion of soil seed banks withidge Competition with crops is less intense
at the field edge alongside a grass strip (Albre@®03), herbicide application is less
effective, and both traffic on the road alongside gjrass strip and presence of a road margin
are potential seed entries, so the edge could saneerefuge (Marshall et al., 2003; Fretd
al., 2009). However, when the edges are situated dsgtviwo fields, a location that was
seldom surveyed in previous works, weed managenfemms both parts probably display
higher selection pressure, including spray of muebicides corresponding to two different
crops, so that the species richness could be Itvaer in both crop inner fields. Finally, it is
noteworthy that although control fields displayedhikar diversity in their inner part, the
additional species found in the field edge represgone third of the total diversity of whole
fields in the study areas while they were nearlly thee species in the control fields, which,
perhaps, denotes a peculiar agricultural managemamé¢C. cyanussontaining study areas.

We also observed a difference in the distributibrsgecies richness within an area
depending on the year and the proportion of easp type. This is probably because of crop
rotation, which some suggest may influence specamess (Ulber et al., 2009). A high
percentage of oilseed rape in the study areas gHm@utorrelated with an increase in species
richness of weeds. This result could explain défees between 2008 and 2009 for F2 and
FOY. However, no difference was observed betwesalddicontaining or expected to contain
(i.e. the central field in each areg2) cyanusand the fields without. cyanus

The Shannon-Weaver indices for weed species, wihlethe weed species were
considered, did not differ according to the preséaigzsence of. cyanusn the inner field. In
fact, we found greater segetal species diversitgnih cyanusvas inside the field than when
it was absent. This same relationship was obsewiid the other less common segetal
species in our sample, with the exceptiorLoarvensewhich was probably too rare. Some

other segetal species, like myosuroidegandA. arvensiscould be otherwise very abundant.
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Some segetal species are in decline because girdélsice of crop intensification (Krebs et
al.,, 1999). Our study revealed that rare segetal spagpigsar to be found together in the same
fields. They probably have similar biological chaeistics and responded in the same way to
the local environmental factors. These fields cdaddconsidered as refuge areas for these rare
species, especially if the seed banks in theses atdhcontain seeds of rare segetal species.
Indeed, one of the main barriers to maintaining increasing plant diversity in
agroecosystems could be the loss of many spemes the seed bank (Zobel et al., 2000).
Fields identified as refuges for rare segetal gseeare valuable sites for conserving plant
diversity (Leng et al., 2009).

There are many possible factors that could infleethe presence and distribution of
rare segetal species in particular fields: the tgbeagricultural practices (Pocock and
Jennings, 2008), the landscape context (Marsh@09f, the proportion of conventional or
organic systems within in an agroecosystem andptbportion of arable land surrounding
wheat fields (Roschewitz et aR005). There are probably spatio-temporal dynamaatois
(Waldhardt and Otte, 2003) linked with biologicdlacacteristics (Fagan et al., 1999) or
neighborhood effects (Tilman, 1994) that influertbe distribution of species richness in
agroecosystems. For instance, preliminary restiléssimilar survey carried out in the east of
France, in Burgundy, showed that diversity in fgeldith C. cyanuswas not higher than in
fields without C. cyanus(Bellanger et al., 2009). However, total weed it in areas
always containing a few fields wit€. cyanuswas higher than that in the control fields
located in areas where nev@r cyanuswas observed, and no clear-cut effect emerged for
other segetal species. Therefore, the valu€.otyanusas an indicator of weed diversity
could differ between the two regions and accordmthe target usual or segetal diversiy.
cyanusis still relatively common in Burgundy comparedRoitou-Charentes, which could
impact its value as a biological indicator.

Indeed, a biological indicator will be a better gictor of change if it is a rare or
endangered taxon at the scale involved in the s(Dawelli and Obrist, 2003). Perhaps, the
similarity in total weed diversity between contiarid C. cyanusareas in Poitou-Charentes
was due to the overall agricultural intensity thed to a greater homogenization of field
conditions in the region; this could reflect a attan in which only the segetal species
respond to certain agricultural practices or strmadt heterogeneity (Dierssen, 2006).
Landscape composition (Wagner et al., 2000) amdaté conditions could also be important

factors that could explain these different results.
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5. Conclusion

C. cyanusand several other rare segetal species all seebpe tpood indicators of
segetal species presence and diversity on a rdgsoake.C. cyanusis a particularly good
candidate indicator species because it is one efnibst easily recognizable at the rosette
stage and the only one that emerges above thecarapy at flowering time and up to harvest
time. However, a more refined description of biddad diversity in an agroecosystem,
including the agroecosystem’s ecosystemic servietguld probably consider several
indicator weed species (Hyvonen and Huusela-Veis008). Good candidate indicators are
species that are neither too rare nor too abuntdé®.C. cyanusScandix pecten-venerasd
Calepina irregularishad a frequency of occurrence above 0.1. Thesaegpecies could be
used as biological indicators alongsfdecyanusin the context of biodiversity conservation,
studies are needed to determine whether theseespeculd serve as useful indicators of
biological diversity of organisms other than nogetal weeds: arthropods (Duelli and Obrist,
1998) and birds (Storkey, 2006). At the very leaate segetal species could be good
indicators to use for selecting study areas thghtrive appropriate for addressing more broad
biodiversity conservation questions in agroecosyste
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D- DISCUSSION GENERALE

Le bleuet n’est pas une espéce indicatrice d’'umersité floristique plus élevée au

sein d’'une parcelle agricole. Par cont, cyanusainsi que les espéces messicoles peu
fréquentes en Poitou-Charentes, semblent étreruagédalans les mémes parcelles, différentes
d'une année sur lautre, et ces résultats sontodetibles. Ces parcelles peuvent étre

caractérisées comme étant des zones refuges powespeces rares. Ce résultat pourrait
permettre une identification rapide, par I'internadek du bleuet, des zones a intérét pour la
conservation des messicoles rares de cette réggmrekemple, dans le cadre du Plan national
d’action en faveur des messicoles). Les factews@mementaux et agricoles qui permettent

le maintien de ces messicoles dans ces parcefinteependant a déterminer avant la mise

en place de mesures de protection.

Ces résultats ne sont pas reproductibles a toesesoines géographiques. En effet, en
Bourgogne, ou le statut du bleuet et le contexisgger ne sont pas les mém@és,cyanus
n'est ni indicateur d'une diversité floristique plélevée ni indicateur de la présence de
messicoles rares dans la parcelle agricole. Pasnmlessicoles identifiées, aucune n’est une
espeéce indicatrice. Par contre, les zones carsg@&sipour la présence de bleuets au cours de
ces dernieres années semblent avoir une divelsitigtijue plus élevée que celles sans
populations deC. cyanus Ce résultat indique que la répartition du bledats le paysage
agricole bourguignon n’est pas totalement aléatetigue le bleuet est présent dans des zones

présentant une diversité floristique plus imporant

Ces résultats confirment qu'une espéce rare dammausage serait plus sensible aux
modifications de I'environnement telles que : leatigues agricoles (Kleijn & Sutherland,
2003), le contexte paysager (Marshall, 2009), laadyique spatio-temporelle (Waldhardt &
Otte, 2003) associée aux caractéristiques biolegigle I'espece (Fagan et al., 1999) et aux
effets de voisinages (Tilman, 1994) ou l'interactte 'ensemble de ces facteurs, étant ainsi,
potentiellement une meilleure espéce indicatricge{D& Obrist, 2003).
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E- POINTS MARQUANTS DU CHAPITRE

> Le bleuet n'est pas une espéece indicatrice d'urnversité floristique

élevée dans une parcelle cultivée.

> Le bleuet est présent dans des zones qui semblemider une diversité
floristique plus élevée indiqguant que s&partition dans le paysage

agricole n’espas aléatoire

> Lorsqu’il estpeu fréquent C. cyanuspeut permettre d’identifier des
zones ou parcelles d’intérét pour la conservattda protection d’especes

messicoles raresl&chelle régionale
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Le bleuet Centaurea cyanus.) est une espece messicole emblématique dera fl
des champs en France. Il est actuellement en wraréfaction dans I'ouest de la France et
encore fréquent dans I'est. cyanusest une espéce dont la répartition dans le paysage
biologie et la génétique des populations ont étegy’a présent, peu étudiées. De par son
caractére emblématique, il existe une volonté dsegiwver cette espece dans son habitat. La
mise en place de projets de conservation requiertcompréhension au préalable des causes
ayant entrainé le déclin de I'espéce. Ainsi, I'alifede cette these a été, dans un premier
temps, de déterminer les caractéristiques biol@&gides plus critiques qui pourraient rendre
compte de sa raréfaction dans le paysage agribales un deuxieme temps, une premiere
étude de la génétique des populations de bleuété affectuée afin de dresser un état des
lieux de la structuration et du déclin éventuel s#e diversité génétique. Enfin, dans un
troisieme temps, nous avons essaye de mieux cooereomment était distribué le bleuet

dans le paysage.

- Caractéristigues biologiques liées a la présencéléuet dans I'agroécosystéme

La biologie du bleuet a été étudiée avec pour ¢ibjele mieux comprendre son
comportement dans l'agroécosysteme. Plusieurs €tdpeson cycle de vie ont ainsi été
etudiées : la longévité des semences, la dormdnaecapacité de germination des akenes de
bleuets, la levée et l'installation de I'espécesdmparcelle cultivée et enfin, le systeme de
reproduction. Ces stades du développement sonaifoadtaux pour une espece végétale et

peuvent permettre d’expliquer sa réussite ou nois da écosysteme.

Ainsi, plusieurs caractéristigues de la biologiel'dspéce peuvent expliquer ou avoir

entrainé sa raréfaction dans I'ouest de I'Europe :

- Le fait que cette espece soit strictement déperddet pollinisateurs pour se
reproduire peut entrainer des échecs complets dptaduction certaines années car
la densité de pollinisateurs est fortement dépeteddes conditions environnementales
(température et pesticides principalement).

- Le systeme d’auto-incompatibilité du bleuet esh@palement un inconvénient dans
le cas de populations de petites tailles et/oeelEn effet, la présence d’individus

pseudo auto-compatibles permet leur maintien atdeume mais peut entrainer une
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augmentation rapide du niveau de consanguinitéisadt une chute de la valeur
phénotypique des individus et finalement un acemrigent du risque d’extinction.
Dans le cas des grandes populations ou des méfapiops, ce systéeme n’est pas
défavorable. Au contraire, il induit le maintierude diversité génétique élevée dans
les populations, comme celle observée en Bourgogeequi permet aussi a ces
populations d’avoir un potentiel adaptatif et évwiblplus élevé. Le coquelicot, autre
messicole souvent prise comme symbole d’'une cangpagime et traditionnelle, est
aussi un bon exemple d’espece auto-incompatibla @&lasrallah, 2008) avec un
succes important dans l'agroécosysteme probablerdéni&d sa grande aire de
répartition. Finalement, plus la taille des popuolas est grande et plus les flux entre
populations seront élevés, plus ce systéme dedegtion représentera un avantage.

- La faible persistance des akénes dans le sol, tbatbord, est un caractére
désavantageux pour le bleuet dans un milieu comstarhperturbé et régulierement
défavorable avec les rotations de cultures. Il faildjueC. cyanuspuisse renouveler
son stock semencier au moins une fois tous les daax Au-dela, la mortalité des
akénes dans le sol augmente tres rapidement. Leelboof, contrairement au bleuet,
est connu pour avoir une forte persistance desrssgsalans le sol (Holm et al., 1997)
expliqguant probablement en partie son succes degroécosysteme.

- La faible tolérance a la compétition de I'especee(Sson & Wigren, 1985) nous
éclaire un peu sur son absence dans des compadirhers champ tels que les
bordures herbacées, les bandes enherbées, ...re Aléitcomparaison, le coquelicot
est reconnue pour étre tres compétitive et perd faisser le rendement de la culture
lorsqu’elle est présente en forte densité dansataefle (Wright et al., 1997). Cette
espeéce est aussi une ubiquiste dont la niche éqalgne se limite pas a
'agroécosysteme. D’autres pratiques culturales veet) cependant, expliquer
I'absence deC. cyanushors de la parcelle cultivée telles que le tradailsol. L'effet
du non labour sur la levée et l'installation degpylations de bleuet est un facteur
agricole qu’il serait intéressant d’étudier avexvblution des pratiques de semis direct

(sans travail du sol).

Les caractéristiques qui peuvent étre liées a gssité en Bourgogne ou a son maintien

limité dans I'ouest de la France sont les suivantes

- Le succes reproducteur du bleuet. Certaines plgpgesgent, en absence d’une forte

compétition, produire plus de 1.000 capitules phis de 10.000 akénes. A titre de
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comparaison, le coquelicot peut produire jusqu’'®.800 graines par plante sans
compétition et jusqu’a 40.000 graines par planteamdition de compétition avec le
blé (Holm et al., 1997).

Cette espece est une opportuniste avec une sirapieadce saisonniere. Dés que les
conditions sont favorables, les akénes initiengdamination laissant ainsi le temps
aux individus d’accomplir 'ensemble de leur cy@eant les moissons. Ce facteur
biologique est probablement un critére importantntlintien de cette espece dans
I'est de la France ou la plage de conditions favi@sest plus courte qu’'a I'ouest de la
France (pas de gaspillage des semences). Cepetetam@ikenes doivent se trouver
dans des conditions compatibles aux exigences mheirgggion de I'espéce, soit a une
profondeur inférieure a 8 cm, ce qui laisse tolgadwrmante une partie du stock de
semences.

Il existe de deux cohortes de germination, une lgonane et une au printemps. La
présence d'une cohorte de printemps s’avere étravantage lorsqu’une culture de
printemps est semée. Ces deux cohortes peuvenisétres d’'une différenciation
génétique en deux sous-populations encouragéasnpaseparation des floraisons. i
est aussi possible que ce phénomene soit simplendéntaux conditions
environnementales : les akénes qui n‘ont passn@i§¢ermination en automne doivent
attendre les prochaines conditions favorablesaguvent au printemps suivant, pour
germer. Des différences de fertilité et de fécandirovoquées par des conditions de
développement différentes (température, humidité,sopt souvent observées entre
les deux cohortes entrainant un succes différesrt plusieurs especes (Lindstrém &
Kokko, 2002). Par ailleurs, la présence de deuoxeh de germination est souvent
observée chez les adventices des cultures. Parpéxelm coquelicot présente deux
cohortes, une automnale et une printaniere cha@awez une émergence, une

croissance, une fécondité et une dormance diffésgitorra & Recasens, 2008).

Diversité génétique et structuration des populatien Bourgogne

Les populations de bleuets étudiées en Bourgognmdgssite de la zone atelier de Fénay

et ses alentours) seraient connectées par desd#ugénes formant, ainsi, une grande

meétapopulation. Ce type de distribution est géeémaht associé a une dynamique

d’extinction et de recolonisation (Mac Arthur & \&fn, 1963) qui correspond a ce qui est

attendu dans un habitat qui est régulierement déddme aC. cyanusLa diversité génétique
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observée au sein des populations ne semble pasanguoi les populations de Bourgogne
soient en danger.

Il est probable que cette diversité génétique ksoitaractéristique qui fait défaut aux
populations du Poitou-Charentes. En effet, la éaegtraine généralement un isolement par la
distance des populations. L’isolement entraine dingnution du nombre de reproducteurs
possibles et donc une diminution de la diversitéégjgue (Mitton, 1997) qui, dans le cas du
bleuet, peut provoquer des échecs de la reprodueiiole systeme d’auto-incompatibilité.
Ces hypothéses seront a confirmer, notamment éenmdtant le nombre et la fréquence des

alleles d'incompatibilité dans les deux régions.

- Distribution du bleuet dans le paysage agricole@nmunautés végétales associées

Sur un territoire, le bleuet est essentiellemerseol® a I'intérieur des parcelles cultivées
malgré une aptitude a se développer dans les mmmsshamps lorsque la compétition n'y est
pas trop élevée. Il semble qu’un des facteurs emidant la répartition d€. cyanusau sein
des compartiments de la parcelle est la culturstodguement présent dans les céreales
d’hiver, il est maintenant communément observé aesc Brassicacées (dicotylédones).
Plusieurs éléments pourraient expliquer cette éwwvlulLes molécules herbicides appliquées
dans les cultures de Brassicacées, tout d’abord, moins nuisibles pour les dicotylédones
gue celles utilisées dans les céréales, spécifignerappliquées contre celles-ci (Ulber,
2010). L'application d’herbicide n’a pas été prese compte dans cette étude mais elle est
définie comme la pression la plus forte renconpéela flore des champs dans une culture
(Marshall et al., 2003). En effet, 24% de la vaoiatdu couvert de bleuet peut étre expliquée
par les traitements herbicides (Ulber, 2010). Dagte expérimentatiort;. cyanusest apparu
sensible a toutes les molécules testées et pluicyd@rement au Mecoprop (acide
méthylchlorophénoxypropionique). A titre de compswa, 26% de la variation de couvert du
coquelicot est expliquée par les traitements helesc Par contre, toutes les molécules n'ont
pas un effet significatif sur la densité de couwvrtcoquelicot (par ex. le fluroxypyr) (Ulber,
2010). Généralement, I'application d’herbicideggele au mieux les adventices au niveau de
l'interface ou l'efficacité du traitement y est semt moindre. C’est par exemple le cas de
Lithospermum arvenset Scandix pecten-venergeux autres messicoles encore communes
(Friel et al., 2007). Ainsi, dans l'agroécosysterom, peut s’attendre a observer le bleuet
suivant un gradient de densité qui augmenterajileitm champ vers l'interface de la parcelle

cultivée. Ce gradient est déja observé dans léareslde moutarde en absence de traitement
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herbicide. Par contre, dans le blé, nous obserl@mésultat contraire avec une densité qui
augmente vers le plein champ. Dans les champs aété observé, méme dans I'ouest de la
France ou il n'est pas fréquent, et avec traitemdmrbicides, il a été noté présent en
moyenne dans 10 quadras sur 32 (sans linterfagehtrant que le bleuet est plutdt bien

représenté a l'intérieur de la parcelle. Ainsi,dalture et les traitements herbicides ne
semblent pas étre des facteurs suffisants pourgesgplla répartition du bleuet au sein des

compartiments de la parcelle cultivée.

Les communautés végétales associé€s eyanusdans I'agroécosysteme semblent étre
dépendantes de la région étudiée et du statuededte. Lorsque le bleuet est peu fréquent, il
est associé, dans la parcelle, a des especes alesgiares de la région. Il semble que les
causes liées au déclin des messicoles rares damsst’ de la France aient contraint ces
especes dans des parcelles qui peuvent étre cm@etecomme des refuges. Le bleuet, en
tant qu'espece facilement reconnaissable peuti, @tme utilisé comme espece indicatrice de
la présence de messicoles rares a l'intérieur d’paecelle dans la région du Poitou-
Charentes. Lorsqu€. cyanusest plus fréquent, cette conclusion n’est plusevrae bleuet
n‘apparait plus lié a une communauté adventiceicpdidre mais les zones (ensemble de
parcelles) ou le bleuet est présent (dans le steokencier ou en tant que plante) ont une
diversité floristique plus élevée. La distributidn bleuet dans le paysage agricole, quel que
soit son statut, ne semble donc pas aléatoire. &oaleterminer les regles de distribution, il
semble donc nécessaire d’approfondir les caratitpres paysageres et/ou agronomiques qui
impactent sur la répartition des adventices enrgénet les contraintes biologiques du bleuet

en particulier.

Nos résultats apportent les premiéres données ifi@astsur le fonctionnement des
populations de bleuets, que ce soit leur distrisutians le paysage agricole ou les facteurs
biologiques et génétiques qui peuvent influencerélsssite ou le déclin de I'espéce. Dans
'ouest de la France, la fragmentation des popuiatide bleuets est probablement ce qui a
entrainé leur déclinia un isolement géographique ayant provoqué un isahemeproductif.
Actuellement, la question qui semble primordialeagnant ces populations est la diversité
géneétique. Si elle est présente, les risques deidn ne sont probablement pas tres élevés.
En revanche, s'il n'y a pas ou peu de diversitéétjgoe, le maintien des populations semble
compromis a moyen terme, lorsque la banque de smmaera épuisée. Par contre, on peut se

demander si des mesures de protection pourraiemiepiee a ces populations en voie
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d’épuisement de reconstruire une diversité génétigfudes effectifs suffisants. Il faudrait
pour cela pouvoir analyser les causes agronomidee®tte potentielle fragmentation en les
croisant avec les facteurs environnementaux, bigles et génétiques.

» Des enquétes agronomiques pourront étre réalisgessades agriculteurs dans les
deux régions de France ou le statut du bleuet rdiff@oitou-Charentes et
Bourgogne). Des informations sur les itinérairehtégues comme les rotations de
culture, le travail du sol ou le désherbage devrémé recueillies. D’autres
renseignements concernant la structure du paysagene la taille des parcelles,
la présence de barrieres écologiques ou de voipasiages, la distance a la ferme
et la distance géographique séparant les popusatierbleuets pourront aussi étre
caractérisées.

» Parmi les facteurs biologiques, il est importanbwEntorier les pollinisateurs du
bleuet, leur mobilité (transport de pollen intepptations) et leur abondance en
fonction de l'effectif des populations. La capacité dispersion est en effet un
facteur important qui peut limiter le recrutementre les populations (Clark et al.,
2007), les flux de genes (Jordano et al.,, 2007),laetdynamique de la
meétapopulation (Spiegel & Nathan, 2007),...

» Parmi les facteurs génétiques, on devra mieux cégrmerimetre des populations,
surtout celles qui sembleatpriori isolées, leur degré de structuration, la diversité
des alléles d’incompatibilité, et rechercher si pelymorphisme de genes
sélectionnés en réponse aux pressions anthropiqess pas particulier aux

populations du Poitou-Charentes.

Une fois I'ensemble des informations récoltéesplam de préservation du bleuet pourrait
étre mis en place par lI'intermédiaire du Plan matial’action des messicoles. Cependant, en
contrepartie de la réapparition de ces capitules tleu intense dans nos campagnes pour
satisfaire & une demande sociétale, il faudrasidtsuver les consensus entre leurs éventuels
services écologiques et leur nuisibilité, et défurie abondance acceptable pour respecter les

besoin de la production agricole.

Une question importante, sous-jacente a ce trazpparait donc : quelle nature veut-on
conserver ? La discussion qui suit n'a pas pouedtthjde répondre a cette question, elle
expose des éléments de réflexions a prendre entedorp de la mise en place d’'un plan de

préservation d’'un écosystéme ou d’'une espece.
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Une nature composée par des espéces charismatigpessentes historiquement dans les
habitats ? Cela sous-entend une nature figée glerdes écosystemes sont, par définition,
dynamiques et qu’ils évoluent constamment danenes. Les événements d’extinction et de
recolonisation sont courants dans les milieux mdgurll est donc aberrant de vouloir
préserver un ecosysteme dans I'état ou il était.

Le deuxieme point important est I'échelle a lagridd plan de gestion doit étre mis en
place. Doit-il concerner I'habitat dans son ensental bien impliquer seulement I'espéce ?
Actuellement, de plus en plus de directives (pangple, la Directive Habitat, 1992) sont
prises pour la protection d’un milieu renfermans @spéces considérées comme d’intérét. Il
est souvent considéré que les causes ayant enteatiéelin de la diversité biologique sont
dues a quatre facteurs : la dégradation et lawt#gin des habitats, les invasions biologiques
et la spirale d’extinctionyia les processus stochastiques, suivit par les pgpidpulations
(Diamond, 1989). Les trois premiers facteurs s@# cbnséquences de la pression humaine
sur les écosystemes. Le quatrieme est un résudtatrdis premiers. Il semble donc plus
intéressant de préserver un habitat dans son efs@misque ce sont ses modifications qui
ont provoqué le déclin de la diversité biologigGependant, ce systeme (écosysteme) est, par
définition complexe ou les causes des modificatsnd difficiles a définir.

Le troisiéme point est le choix des populationsnd’'@spece que I'on souhaite préserver.
Faut-il protéger celles en déclin ou bien cellesoem communes ? La conservation des
espéces (ou populations) communes est importantg plusieurs raisons. Elles sont
essentielles pour le maintien des réseaux trophi¢@aston, 2010), elles peuvent permettre
de maintenir les réles fonctionnels de I'écosystéfdeckman and Steeves, 2004), elle
contribuent considérablement aux variations spatimporelles de la richesse spécifique
(Lennon et al.,, 2010) et elles ont un meilleur poe adaptatif aux modifications de
'environnement (changement climatique) (Stefferalet 2009). A titre de comparaison, les
populations en déclin ont généralement une faiblersité génétique entrainant un potentiel
adaptatif et évolutif plus faible que les populatictables. Il est d’ailleurs reconnu que la plus
grande part de la diversité génétique (adaptativevelutive) est présente dans les espéeces

avec une aire de distribution large (Mitton, 1997).

REFERENCES

Clark, C.J., Poulsen, J.R., Levey, D.J., Osenbérdy., 2007. Are plant populations seed
limited? A critique and meta-analysis of seed addiexperiments. Am. Nat. 170, 128-
142.

197



Diamond, J., 1989. Overview of recent extinctions. Western D., Pearl M., eds.
Conservation for the Twenty-first century. New-YpriJSA: Wildlife Conservation
International.

Dickman, C.R., Steeves, T.E., 2004. Use of habyanammals in eastern Australian forests:
are common species important in forest managemnmentonservation of Australia’s Forest
Fauna. Royal Zoological Society of New South Watginey, 76-773.

Fried, G., Girod, C., Jacquot, M., Dessaint, F.0720Repartition de la flore adventice a
I'echelle d'un paysage agricole : analyse de largite des pleins champs et des bordures.
Conference du COLUMA - journees internationales lsudutte contre les mauvaises
herbes (afpp), 245-254. afpp, Dijon.

Holm, L., Doll, J., Holm, E., Pancho, J., Herbemegk, 1997.Papaver rhoead.. World
Weeds Natural Histories and Distribution. New YatkWiley. 555-561.

Gaston, K.J., 2010. Valuing common species. Sci8@fe 154-155.

Jordano, P., Garcia, C., Godoy, J.A., Garcia-Castdut.., 2007. Differential contribution of
frugivores to complex seed dispersal patterns..mat Acad. Sci. USA. 104, 3278-3282.

Lennon, J.J., Beale, C.M., Reid, C.L., Kent, M.kéaan, R.J., 2010. Are richness patterns of
common and rare species equally well explainednwrenmental variables? Ecography 34,
529-539.

Lindstrém, J., Kokko, H, 2002. Cohort effects arapplation dynamics. Ecol. Lett. 5, 338-
344.

MacArthur, R.H. and Wilson, E.O., 1963. An equilibn theory of insular zoogeography.
Evolution 17, 373-387.

Marshall, E., Brown, V., Boatman, N., Lutman, Pque, G., Ward, L., 2003.The role of
weeds in supporting biological diversity within prbelds. Weed Res. 43, 77-89.

Mitton, J., 1997. Selection in natural populatio@gford, UK: Oxford University Press.

Rea, A.C., Nasrallah, J.B., 2008. Self-incompatip#ystems: barriers to self-fertilization in
flowering plants. Int. J. Dev. Biol. 52, 627-636.

Spiegel, O., Nathan, R., 2007. Incorporating displedistance into the disperser effectiveness
framework: frugivorous birds provide complementatigpersal to plants in a patchy
environment. Ecol. Lett. 10, 718-728.

Steffen, W., Burbidge, A., Hughes, L., Kitching,, Rindenmayer, D.B., Musgrave, W.,

Stafford-Smith, M., Werner, P., 2009. Australia’®@versity and Climate Change. CSIRO

Publishing, Melbourne.

Svensson, R., Wigren, M., 1985. History and biolo§yCentaurea cyanus in Sweden. Sven.
Bot. Tidskr. 79, 273-297.

Torra, J., Recasens, J., 2008. Demography of Coppy Papaver rhoegsin Relation to
Emergence Time and Crop Competition. Weed Sci836;833.

Ulber, L., Steinmann, H.H., Klimek, S., 2010. Ussgjective herbicides to manage beneficial
and rare weed species in winter wheat. J. Plantfbat. 117, 233-239.

198



Wright, K.J., Seavers, G.P., Wilson, B.J., 1997mPetitive effects of multiple weed species
on weed biomass and wheat yield. In Proceedings/ 1Bfghton Crop Protection
Conference—Weeds. Brighton, UK: British Crop Praitet Council. 497-502.

199



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

200



Abbott, R.J., Forbes, D.G., 1993. Outcrossing eate self-incompatibility in the colonising
speciesSenecio squalidugieredity. 71, 155-159.

Aboucaya, A., 2011. Plan d’action national MesssplConservatoire Botanique National de
Porquerolles, Available from: http://www.telaboteaiorg/page:plantes_messicoles_liste
(accessed Febuary 2011).

Addison, J., Hart, M., 2005. Spawning, copulatiord anbreeding coefficients in marine
invertebrates. Biol. Lett. 1, 450-453.

Agreste, 2001. Fertilisation azotée minérale : gissament a la fin des années 80. Agreste
Cabhiers 2, 3-10.

Albrecht, H., 2003. Suitability of arable weeds iadicator organisms to evaluate species
conservation effects of management in agriculte@systems. Agric. Ecosys. Environ.
98, 201-211.

Andersson, T.N., Milberg, P., 1998. Weed flora #melrelative importance of site, crop, crop
rotation, and nitrogen. Weed Sci. 46, 30-38.

ArcView GIS, 1999. Geographic Information Softwave 9.3. Environmental Systems
Research Institute (ESRI), Redlands, California.

Armbruster, P., Reed, D.H., 2005. Inbreeding depoes in benign and stressful
environments. Heredity. 95, 235-242.

Armstrong, J. A., 2002Zieria (Rutaceae) a systematic and evolutionary studt.AByst.
Bot. 15, 277-463

Balvanera, P., Pfisterer, A.B., Buchmann, N., H8,,JNakashizuka, T., Raffaelli, D., et al.
2006. Quantifying the evidence for biodiversity eefis on ecosystem functioning and
services. Ecol. Lett. 9, 1146-1156.

Baron, Y., 1989. Elément pour un bilan de la flaressicole en Poitou-Charentes. Plantes
sauvages menacees. Actes. Brest. 79-86.

Barua, M., 2011. Mobilizing metaphors: the populae of keystone, flagship and umbrella
species concepts. Biodivers. Conserv. 20, 1427-1440

Baskin, J.M., Baskin, C.C., 2004. A classificateystem for seed dormancy. Seed Sci. Res.
14, 1-16.

Baudry, J., 1989. Interactions between agricultumd ecological systems at the landscape
level. Agric. Ecosys. Environ. 27, 119-130.

Bekker, R.M., Bakker, J.P., Grandin, U., et al. 899eed size, shape and vertical distribution
in the soil: indicators of seed longevity. FunatoE 12, 834-842.

Belanger, D.H., Perkins, S.L., Rockwell, R.F., 20fference of Population Structure and
Patterns of Gene Flow in Canine Heartworiird@filaria immitis). J. Parasitol. 97, 602-
609.

Bellanger, S., Guillemin, J.P., Bretagnolle, V.rDancy, H., 2011Centaurea cyanuk. as a
biological indicator of segetal richness in agriotdl ecosystems. Submitted.

201



Bellanger, S., Darmency, H., Guillemin, J.P., 20R6lationships between weed diversity and
Centaurea cyanusXlll*™® Colloque International sur la Biologie des MaueaisHerbes,
Dijon, France, 8-10 Septembre 2009, 8-15, 20009.

Benton, T.G., Bryant, D.M., Cole, L., Crick, H.Q.R002. Linking agricultural practice to
insect and bird populations: a historical studyraveee decades. J. Appl. Ecol. 39, 673-
687.

Benvenuti, S., Macchia, M., Miele, S., 2001. Quttie analysis of emergence of seedlings
from buried weed seeds with increasing soil deydteed Sci. 49, 528-535.

Biesmeijer, J.C., Roberts, S.P.M., Reemer, M., @bkler, R., Edwards, M., Peeters, T.,
Schaffers, A.P., Potts, S.G., Kleukers, R., Thon@a®,., Settele, J., Kunin, W.E., 2006.
Parallel declines in pollinators and insect-poliegthplants in Britain and the Netherlands.
Science. 313, 351-354.

Bolnick, D.I., Svanback, R., Fordyce, J.A., YangL Davis, J.M., Hulsey, C.D. , Forister,
M.L., 2003. The ecology of individuals: incidencendaimplications of individual
specialization. Am. Nat. 161, 1-28.

Bond, W.J., 1994. Do mutualisms matter? Assessirgirhpact of pollinator and disperser
disruption on plant extinction. Philos. Trans. RcSLond. B. Biol. Sci. 344, 83-90.

Booth, B.D., Swanton, C.J., 2002. Assembly the@pliad to weed communities. Weed. Sci.
50, 2-13.

Boutin, C., Baril, A., Martin, P.A., 2008. Plantérsity in crop fields and woody hedgerows
of organic and conventional farms in contrastinglcapes. Agri. Ecosyst. Environ. 123,
185-193.

Brennan, A.C., Harris, S.A., Hiscock, S.J., 200%dés and rates of selfing and associated
inbreeding depression in the self-incompatible pl8anecio squalidugAsteraceae): a
successful colonizing species in the British Ishsw. Phytol. 168, 475-486.

Brook, B.W., Sodhi, N.S., Bradshaw, C.J.A., 200@he&gies among extinction drivers under
global change. Trends Ecol. Evol. 23, 453-460.

Brooks, T.M., Mittermeier, R.A., Mittermeier, C.GDaFonseca, G.A.B., Rylands, A.B.,
Konstant, W.R., Flick, P., Pilgrim, J., Oldfield,, $34agin, G., Hilton- Taylors, C., 2002.
Habitat loss and extinction in the hotspots of hiecdsity. Conserv. Biol. 16, 909-923.

Brun, C., Dessaint, F., Richard, H., Bretagnolle, Z007. Arable-weed flora and its pollen
representation: A case study from the easterngbdttance. Rev. Palaeobot. Palynol. 146,
29-+.

Brunet, J., Sweet, H.R., 2006. Impact of insectimator group and floral display size on
outcrossing rate. Evolution. 60, 234-246.

Brunet, J., 1992. Sex allocation in hermaphrogitants. Trends Ecol. Evol. 7, 79-84.

Buckland, S.T., Magurran, A.E., Green, R.E., Fewys®eM., 2005. Monitoring change in
biodiversity through composite indices. PhilosRby. Soc. B243-254.

Busch, J., 2005. Inbreeding depression in selfrmmatible and self-compatible populations
of Leavenworthia alabamicaderedity. 94, 159-165.

202



Busch, J.W., Schoen, D.J., 2008. The evolution af-iscompatibility when mates are
limiting. Trends Plant Sci. 13, 128-136.

Byers, D.L., Meagher, T.R., 1992. Mate availabilitysmall populations of plant species with
homomorphic sporophytic self-incompatibility. Heitgd 68, 353-359.

Cabin, R.J., Mitchell, R.J., Marshall, D.L., 19980 surface plant and soil seed bank
populations differ genetically? A multipopulatiotudy of the desert mustataesquerella
fendleri (Brassicaceae). Am. J. Bot. 85, 1098-1109.

Castric, V., Vekemans, X., 2004. Plant self-incotitplaty in natural populations: a critical
assessment of recent theoretical and empiricalrexga Mol. Ecol. 13, 2873-2889.

Cavalli-Sforza, L.L., Menozzi, P., Piazza, A., 199he History and Geography of Human
Genes. Princeton University Press, Princebh,

CETIOM 2002. Tournesol : les techniques culturalescontexte économique. Grignon,
CETIOM.

Chadoeuf, R., Barralis, G., Lonchamp, J.P., 1984llEion of the seed potential of annual
weeds in cultivated soil. Comptes rendus du 7enfleque international sur I'écologie, la
biologie et la systématique des mauvaises herl3es06

Chapin, F.S., lll, Zavaleta, E.S., Eviner, V.T.,yida, R.L., Vitousek, P.M., Reynolds, H.L.,
et al. 2000. Consequences of changing biodiversiyure. 405, 234-242.

Charlesworth, D., Charlesworth, B., 1979. Evolutiand breakdown of S-allele systems.
Heredity. 43, 41-55.

Cheptou, P.O., Lepart, J., Escarre, J., 2002. adystem variation along a successional
gradient in the allogamous and colonizing pl@népis sanctgAsteraceae). J. Evolution.
Biol. 15, 753-762.

Clark, C.J., Poulsen, J.R., Levey, D.J., Osenb€ryy., 2007. Are plant populations seed
limited? A critique and meta-analysis of seed addiexperiments. Am. Nat. 170, 128-
142.

Colas, B., Olivieri, 1., Riba, M., 199Tentaurea corymbosa cliff-dwelling species tottering
on the brink of extinction: a demographic and genstudy. P. Natl. Acad. Sci. USAR4,
3471-3476.

Cordeau, S., 2010. Consequences de la mise ende#adeandes enherbées sur I'evolution de
la flore adventice. These de I'Université de Bogmgm

Critchley, C.N.R., Fowbert, J.A., Sherwood, A.DP&. The effects of annual cultivation on
plant community composition of uncropped arablédfigpoundary strips. Agric. Ecosyst.
Environ. 113, 196-205.

Culman, S.W., Young-Mathews, A., Hollander, A.D.erf's, H., Sanchez-Moreno, S.,
O'Geen, A.T., Jackson, L.E., 2010. Biodiversityassociated with indicators of soll
ecosystem functions over a landscape gradient o¢wmral intensification. Landscape
Ecol. 25, 1333-1348.

Dale, V.H., Beyeler, S.C., 2001. Challenges in tevelopment and use of ecological
indicators. Ecol. Indicators. 1, 3-10.

203



Demauro, M.M., 1993. Relationship of breeding gyst® rarity in the lakeside daisy
(Hymenoxys acaulis var. glabraConserv. Biol. 7, 542-550.

de Nettancourt, D., 2001. Incompatibility and ingaxity in wild and cultivated plants.
Springer-Verlag, Berlin.

de Vere, N., Jongejans, E., Plowman, A., Williargs, 2009. Population size and habitat
quality affect genetic diversity and fitness in ttlenal herbCirsium dissectumOecologia
159, 59-68.

Devictor, V., Clavel, J., Julliard, R., Lavergne, $ouillot, D., Thuiller, W. et al., 2010.
Defining and measuring ecological specializatio@pl. Ecol. 47, 15-25.

Diamond, J., 1989. Overview of recent extinctions. Western D., Pearl M., eds.
Conservation for the Twenty-first century. New-YpriJSA: Wildlife Conservation
International.

Dickman, C.R., Steeves, T.E., 2004. Use of habyanammals in eastern Australian forests:
are common species important in forest managenment2onservation of Australia’s Forest
Fauna. Royal Zoological Society of New South Watginey, 76-773.

Dierssen, K., 2006. Indicating botanical diversitgtructural and functional aspects based on
case studies from Northern Germany. Ecol. Indicatey 94-103.

Dole, J., Ritland, K., 1993. Inbreeding depressiontwo Mimulus taxa measured by
multigenerational changes in the inbreeding coieffic Evolution. 47, 361-373.

Donald, P.F., Sanderson, F.J., Burfield, I.J., Bammel, F.P.J., 2006. Further evidence of
continent-wide impacts of agricultural intensificat on European farmland birds, 1990-
2000. Agric. Ecosys. Environ. 116, 189-196.

Dornelas, M., Moonen, A.C., Magurran, A.E., Barbe., 2009. Species abundance
distributions reveal environmental heterogeneityniodified landscapes. J. Appl. Ecol. 46,
666-672.

Dudley, N., Baldock, D., Nasi, R., Stoltonn, S.080Measuring biodiversity and sustainable
management in forests and agricultural landscdptatos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol.
Sci. 360, 457-470.

Duelli, P., Obrist, M.K., 2003. Biodiversity indittas: the choice of values and measures.
Agric. Ecosys. Environ. 98, 87-98.

Duelli, P., Obrist, M.K., 1998. In search of thesbecorrelates for local organismal
biodiversity in cultivated areas. Biodivers. Consét, 297-309.

Dupanloup, I., Schneider, S., Excoffier, L., 20@82simulated annealing approach to define
the genetic structure of populations. Mol. Ecol. 2371-2581.

Dupont, L., Viard, F., Dowell, M.J., Wood, C., Bgh J.D.D., 2009. Fine- and regional-scale
genetic structure of the exotic ascidi@tyela clavaTunicata) in southwest England, 50
years after its introduction. Mol. Ecol. 18, 442345

Duran, S., Pascual, M., Estoup, A., Turon, X., 20®4ong population structure in the marine
spongeCrambe crambé€Poecilosclerida) as revealed by microsatellitekes. Mol. Ecol.
13, 511-522.

204



Dutoit, T., Buisson, E., Gerbaud, E., Roche, Ptoilia T., 2007. The status of transitions
between cultivated fields and their boundariest@ues, ecoclines or edge effects? Acta.
Oecol. 31, 127-136.

Dutoit, T., Gerbaud, E., Ourcival, J.M., Roux, Mlard, D., 2001. Recherche prospective sur
la dualité entre caractéristiques morphologiquespacités de compétition des végétaux :
le cas des espéces adventices et du blé. Life334).261-272.

Ehlers, B.K., Olesen, J.M., Agren, J., 2002. Fleorairphology and reproductive success in
the orchidEpipactis helleborineregional and local across-habitat variation. Plapst.
Evol. 236, 19-32.

Ellmer, M., Andersson S., 2004. Inbreeding depoess Nigella degenii(Ranunculaceae):
Fithess components compared with morphological @rehological characters. Int. J. Pl.
Sci. 165, 1055-1061.

England, P.R., Benyon, F., Ayre D.J., Whelan, R0Q1. A molecular genetic assessment of
mating-system variation in a naturally bird-pollied shrub: contributions from birds and
introduced honeybees. Conserv. Biol. 15, 1645-1655.

Epperson, B.K., 2004. Multilocus estimation of genetructure within populations. Theor.
Popul. Biol. 65, 227-237.

Epperson, B.K., 1993. Recent advances in correlaitalysis of spatial patterns of genetic
variation. Evol. Biol. 27, 95-155.

Evanno, G., Regnaut, R., Goudet, J., 2005. Detgdlie number of clusters of individuals
using the software STRUCTURE: A simulation studylMecol. 14, 2611-2620.

Excoffier, L., Laval, G., Schneider, S., 2006. Antegrated software package for population
genetics data analysis. Arlequin vahiip://cmpg.unibe.ch/software

Fagan, W.E., Cantrell, R.S., Cosner, C., 1999. Habitat edges change species interactions.
Am. Nat. 153, 165-182.

Fenner, M., Thompson, K., 2005. The ecology of se€@hmbridge: Cambridge University
Press.

Ferrer, M.M., Good-Avila, S.V., Montana, C., Domugg, C.A., Eguiarte, L.E., 2009. Effect
of variation in self-incompatibility on pollen lin@tion and inbreeding depression in
Flourensia cernugAsteraceae) scrubs of contrasting density. Arot. B03, 1077-1089.

Ferrer, M.M., Good-Avila, S.V., 2007. Macrophylogtic analyses of the gain and loss of
self-incompatibility in the Asteraceae. New Phytiol3, 401-414.

Finch-Savage, W.E., Leubner-Metzger, G., 2006. Sdednancy and the control of
germination. New Phytol. 171, 501-523.

Fischer, M., Hock, M., Paschke, M., 2003. Low geneariation reduces cross-compatibility
and offspring fitness in populations of a narrovdemic plant with a self-incompatibility
system. Conserv. Genet. 4, 325-336.

Fischer, M., Husi, R., Prati, D., Peintinger, ManvKleunen, M., Schmid, B., 2000. RAPD
variation among and within small and large populaiof the rare clonal plaRanunculus
reptans(Ranunculaceae). Am. J. Bot. 87, 1128-1137.

205



Fischer, M., Matthies, D. 1998. Effects of popuwatisize on performance in the rare plant
Gentianella germanical. Ecol. 86, 195-204.

Fitzgerald, J.D., Solomon, M.G., 2004. Can flowgrplants enhance numbers of beneficial
arthropods in UK apple and pear orchards? BiocbBSitd Techn. 14, 291-300.

Font, M., Garcia-Jacas, N., Vilatersana, R., RggGet Susanna, A., 2009. Evolution and
biogeography of Centaurea section Acrocentron lieefrom nuclear and plastid DNA
sequence analyses. Ann. Bot. 103, 985-997.

Frankham, R., 2005. Genetics and extinction. Blolnserv. 126, 131-140.

Frankham, R., Ballou, J.D., Briscoe, D.A., 2002trdduction to conservation genetics.
Cambridge University Press, Cambridge.

Fridman, J., Walheim, M., 2000. Amount, structund dynamics of dead wood on managed
forest land in Sweden. For. Ecol. Manag. 131, 23-36

Fried, G., Petit, S., Dessaint, F., Reboud, X.,92@able weed decline in Northern France :
Crop edges as refugia for weed conservation? Bimhserv. 142, 238-243.

Fried, G., Norton, L., Reboud, X., 2008. Environtamand management factors determining
weed species composition and diversity in FranggicAEcosys. Environ. 128, 68-76.

Fried, G., Girod, C., Jacquot, M., Dessaint, F.0720Repartition de la flore adventice a
I'echelle d'un paysage agricole : analyse de largite des pleins champs et des bordures.
Conference du COLUMA - journees internationales lsudutte contre les mauvaises
herbes (afpp), Dijon 245-254.

Gaba, S., Chauvel, B., Dessaint, F., BretagnolleP¥étit, S., 2010. Weed species richness in
winter wheat increases with landscape heterogenadyic. Ecosys. Environ. 138, 318-
323.

Garcia-Jacas, N., Uysal, T., Romashchenko, K.,&gu8antiago, V.N., Ertugrul, K., Susanna,
A., 2006. Centaurea revisited: A molecular survethe Jacea group. Ann. Bot-Lond. 98,
741-753.

Gardarin, A., Durr, C., Mannino, M.R., Busset, Bglbach, N., 2010. Seed mortality in the
soil is related to seed coat thickness. Seed ®s. B0, 243-256.

Gardarin, A., Tremoy, M., Bretagnolle, F., ChauvBl, 2007. Repartition de la flore
adventice a l'echelle d'un paysage : gradient gaple des espéces observées. Conference
du COLUMA - journées internationales sur la lutentce les mauvaises herbes (afpp).
Dijon 305-314.

Gargano, D., Gullo, T., Bernardo, L., 2009. Do fiogént selfing and inbreeding depression
challenge the persistence of the rBianthus guliaeJanka (Caryophyllaceae)? Influence
of reproductive traits on a plant's proneness tmetton. Plant Species Biol. 24, 69-76.

Gasquez, J., 2005. Les adventices, composanteeimteédes cultures. In : Livre Blanc «
Gestion Responsable des Herbicides Céréales» (&gerBCrop Science), 9-15. Lyon,
France.

Gaston, K.J., 2010. Valuing common species. Sci8afe 154-155.

Gaston, K.J., 1994. Rarity. Chapman and Hall, Londo

206



Gerlach, G., Musolf, K., 2000. Fragmentation ofdscape as a cause for genetic subdivision
in bank voles. Conserv. Biol. 14, 1066-1074.

Glaettli, M., Goudet, J., 2006. Variation in theeinsity of inbreeding depression among
successive life-cycle stages and generations inodjgecious Silene vulgaris
(Caryophyllaceae). J. Evol. Biol. 19, 1995-2005.

Glemin, S., Gaude, T., Guillemin, M., Lourmas, ®ljvieri, 1., Mignot, A., 2005. Balancing
selection in the wild: Testing population genetizsory of self-incompatibility in the rare
specieBrassica insularisGenetics. 171, 279-289.

Godinho, I., 1984. Les définitions d' "adventicé'tle "mauvaise herbe". Weed. Res. 24, 121-
125.

Goodwillie, C., Sargent, R.D., Eckert, C.G., Ele, Geber, M.A., Johnston, M.O., Kalisz, S.,
Moeller, D.A., Ree, R.H., Vallejo-Marin, M., Wini.A., 2010. Correlated evolution of
mating system and floral display traits in floweyiplants and its implications for the
distribution of mating system variation. New. PHyf@®85, 311-21.

Goodwillie, C., Kalisz, S., Eckert, C., 2005. Theokitionary enigma of mixed mating
systems in plants: Occurrence, theoretical explamst and empirical evidence.
Ann. Rev. Ecol. Evol. S. 36, 47-79.

Goodwillie, C., 2000. Inbreeding depression andimgasystems in two species bihanthus
(Polemoniaceae). Heredity. 84, 283-293.

Goudet, J., 1995. Fstat (version 1.2): a computegram to calculate F-statistics. J. Hered.
86, 485-486.

Greaves, M.P., Marshall, E.J.P., 1987. Field margiefinitions and statistics. Field margins,
British Crop Protection Council, London (Way, J.[8reig-Smith, P.W.), 3-10.

Gregory, R.D., van Strien, A., Vorisek, P., MeylilgW.G., Noble, D.G., Foppen, R.P.B.,
Gibbons, D.W., 2005. Developing indicators for Epgan birds. Philos. Trans. R. Soc.
Lond. B. Biol. Sci. 360, 269-288.

Groom, M.J., Meffe, G.K., Carroll, C.R., 2006. Ripie of Conservation Biology. Sinauer
Inc, Sunderland MA.

Grundy, A.C., Mead, A., Bond, W., Clark, G., Bumstd&., 2011. The impact of herbicide
management on long-term changes in the diversity species composition of weed
populations. Weed Res. 51, 187-200.

Guiral, D., 1992. Physical instability : factor ofganization and structuration of a shallow
brackish tropical ecosystem. Vie Milieu. 42, 73-92.

Gunton, R.M., Petit, S., Gaba, S., 2011. Functitrais relating arable weed communities to
crop characteristics. J. Veg. Sci. 22, 541-550.

Gutiérrez-Rodriguez, C., Lasker, H.R., 2004. Mietedlite variation reveals high levels of
genetic variability and population structure in tgergonian coralPseudopterogorgia
elisabethaeacross the Bahamas. Mol. Ecol. 13, 2211-2221.

Hakansson, S., 2003. Weeds and weed managemenalda &nd: an ecological approach.
CABI Publishing, Oxon, UK.

207



Hallgren, E., Palmer, M.W., Milberg, P., 1999. Dala&ving with cross-validation: an
investigation of broad-scale gradients in Swedigedvcommunities. J. Ecol. 87, 1037-
1051.

Hammer, O., Harper, D.A.T., Ryan, P.D., 2008- PA$Rlaeontological STatistics, ver.
1.77.

Hanski, 1., 1999. Metapopulation ecology. Oxforckf@d University Press.

Harding, J., Barnes, K., 1977. Geneticdopinus 10. Genetic variability, heterozygosity and
outcrossing in colonial populations lofipinus succulentugvolution. 31, 247-255.

Hardy, O.J., Vekemans, X., 2002. SPAGED:I: a veesathmputer program to analyse spatial
genetic structure at the individual or populatiewdls. Mol. Ecol. Notes. 2, 618-620.

Harrod, R.J., Taylor, R.J., 1995. Reproduction g@adlination biology of centaurea and
acroptilon species, with emphasis©entaurea-diffusaNorthwest Sci. 69, 97-105.

Hedrick, P.W., Savolainen, O., Karkkainen, K., 19%&ctors influencing the extent of
inbreeding depression: an example from Scots pieecdity. 82, 441-450.

Hensen, I., Oberprieler, C., 2005. Effects of pafah size on genetic diversity and seed
production in the rar®ictamnus albugRutaceae) in central Germany. Conserv. Genet. 6,
63-73.

Hensen, I., Oberprieler, C., Wesche, K., 2005. @Gesé&ucture, population size, and seed
production ofPulsatilla vulgarisMill (Ranunculaceae) in Central Germany. FloreD,28
14.

Heschel, M.S., Paige, K.N., 1995. Inbreeding depoes environmental stress, and
population size variation in scarlet gilipgmopsis aggregajaConserv. Biol. 9,126-133.

Hoglund, J., 2009. Evolutionary conservation gersetDxford: Oxford University Press.

Holm, L., Doll, J., Holm, E., Pancho, J., Herbemggk, 1997.Papaver rhoead.. World
Weeds Natural Histories and Distribution. New YatkWiley. 555-561.

Hubbell, S.P., 2001. The Unified Neutral TheoryBoddiversity and Biogeography, Princeton
University Press.

Husband, B., Schemske, D., 1995. Magnitude andngnaf inbreeding depression in a
diploid population oEpilobium-angustifoliunfOnagraceae). Heredity. 75, 206-215.

Hutchinson, G.E., 1957. Concluding remarks. ColdrgpHarbor Symposium. Quant. Biol.
22, 415-427.

Hyvonen, T., Huusela-Veistola, E., 2008. Arable ggas indicators of agricultural intensity -
A case study from Finland. Biol. Conserv. 141, 22864.

lgic, B., Bohs, L., Kohn, J., 2006. Ancient polymbrsm reveals unidirectional breeding
system shifts. P.Natl. Acad. Sci. USA. 103, 13583L3

Isik, K., 2011. Rare and endemic species: why laeg prone to extinction? Turk. J. Bot. 35,
411-417.

lvey, C.T., Carr, D.E., 2005. Effects of herbivoapd inbreeding on the pollinators and
mating system oMimulus guttatugPhrymaceae). Am. J. Bot. 92, 1641-1649.

208



Jakobsson, M., Rosenberg, N.A., 2007. CLUMPP, atetumatching and permutation
program for dealing with label switching and mulbtidality in analysis of population
structure. Bioinformatics. 23, 1801-1806.

Jauzein, P., 2001. Biodiversité des champs cultiviE&nrichissement floristique. Dossier de
'environnement de I'INRA. 21, 43-64.

Johnston, M.O., 1998. Evolution of intermediatefigglrates in plants: pollination ecology
versus deleterious mutations. Genetica. 102/108,278.

Jombart, T., Devillard, S., Balloux, F., 2010. Disgnant analysis of principal components: a
new method for the analysis of genetically struatupopulations. BMC genet. 11, 94.

Jordano, P., Garcia, C., Godoy, J.A., Garcia-Castaut.., 2007. Differential contribution of
frugivores to complex seed dispersal patterns..iHat Acad. Sci. USA. 104, 3278-3282.

Kalisz, S., Vogler, D.W., Hanley, K.M., 2004. Coxit&lependent autonomous self-
fertilization yields reproductive assurance andedixnating. Nature 430, 884-887.

Karoly, K., 1994. Inbreeding effects on mating systtraits for two species dfupinus
(Leguminosae). Am. J. Bot. 81, 1538-1544.

Kassen, R., 2002. The experimental evolution otigpists, generalists, and the maintenance
of diversity. J. Evol. Biol. 15, 173-190.

Keller, L.F., Waller, D.M., 2002. Inbreeding effeah wild populations. Trends. Ecol. Evol.
17, 230-241.

Kennedy, B.F., Elle, E., 2008. The inbreeding degian cost of selfing: importance of flower
size and population size @ollinsia parviflora(Veronicaceae). Am. J. Bot. 95, 1596-1605.

Kéry, M., Matthies, D., Spillman, H.H., 2000. Reddcfecundity and offspring performance
in small populations of the declining grasslanchfg&rimula verisandGentiana luteaJ.
Ecol. 88, 17-30.

Kimura, M., Crow, J.F., 1964. The number of alleteat can be maintained in a finite
population. Genetics. 49, 725-738.

Kleijn, D., Kohler, F., Baldi, A., Batary, P., Cospucion, E.D., Clough, Y., Diaz, M., Gabriel,
D., Holzschuh, A., Knop, E., Kovacs, A., Marsh&lJ.P., Tscharntke, T., Verhulst, J.,
2009. On the relationship between farmland bioditgrand land-use intensity in Europe.
Proceedings of the Royal Society B-Biological Sces) 276, 903-909.

Kleijn, D., Sutherland, W.J., 2003. How effective &uropean agri-environment schemes in
conserving and promoting biodiversity? J. Appl. E40, 947-969.

Koizumi, ., 2011. Integration of ecology, demodmgpand genetics to reveal population
structure and persistence: a mini review and casly ©f stream-dwelling Dolly Varden.
Ecol. Freshwat. Fish. 20, 352-363.

Kolb, A., Diekmann, M., 2005. Effects of life hisjotraits on responses of plant species to
forest fragmentation. Conserv. Bidd, 929-938.

Kollmann, J., Bassin, S., 2001, Effects of manag#ma seed predation in wildflower strips
in northern SwitzerlandAgric. Ecosys. Environ. 83, 285-296.

209



Kowyama, Y., Takahasi, H., Muraoka, K., Tani, Tardl, K., Shiotani, I., 1994. Number,
frequency and dominance relationships of S-allelediploid Ipomoea trifida Heredity.
73, 275-283.

Krebs, J.R., Wilson, J.D., Bradbury, R.B., Sirivemd, G.M., 1999. The second silent spring?
Nature. 400, 611-612.

Kubota, S., Ohara, M., 2009. The evolution of selfmpatible and self-incompatible
populations in a hermaphroditic perenni@tillium camschatcenséMelanthiaceae). J.
Plant Res. 122, 497-507.

Kubota, S., Kameyama, Y., Hirao, A.S., Ohara, MID& Adaptive significance of self-
fertilization in a hermaphroditic perennidlrillium camschatcens@Melanthiaceae). Am.
J. Bot. 95, 482-489.

Lande, R., 1988. Genetics and demography in bic&gionservation. Science. 241, 1455-
1460.

Lande, R., Schemske, D.W., 1985. The evolution elf-fertilization and inbreeding
depression in plants. |. Genetic models. Evolut8$h.24-40.

Landres, P.B., Verner, J., Thomas, J.W., 1988.dgpchl uses of vertebrate indicator species
- A critique. Conserv. Biol. 2, 316-328.

Latch, E.K., Dharmarajan, G., Glaubitz, J.C., Rid8.E., 2006. Relative performance of
Bayesian clustering software for inferring popuwati substructure and individual
assignment at low levels of population differendiat Conserv. Genet. 7, 295-302.

Le Coeur, D., Baudry, J., Burel, F., 1997. Fieldrgnes plant assemblages: variation
partitioning between local and landscape factoasidsc. Urban Plan. 37, 57-71.

Ledoux, J., Garrabou, J., Bianchimani, O., DrapFeral, J.P., Aurelle, D., 2010. Fine-scale
genetic structure and inferences on populatiorogipin the threatened Mediterranean red
coral,Corallium rubrum Mol. Ecol. 19, 4204-4216.

Leng, X., Musters, C.J.M., de Snoo, G.R., 2009tétaton of plant diversity on ditch banks:
Seed and site limitation in response to agri-emwvitent schemes. Biol. Conserv. 142,
1340-1349.

Lennon, J.J., Beale, C.M., Reid, C.L., Kent, M.kéaan, R.J., 2010. Are richness patterns of
common and rare species equally well explainednwrenmental variables? Ecography 34,
529-539.

Levin, D.A., 1996. The evolutionary significance pfeudo-self-fertility. Am. Nat. 148, 321-
332.

Levins, R., 1969. Some demographic and genetic ezprences of environmental
heterogeneity for biological control. Bull. Entom8&8loc. Am. 15, 237-240.

Lienert, J., Fischer, M., 2003. Habitat fragmemtataffects the common wetland specialist
Primula farinosain north-east Switzerland. J. Ecol. 91, 587-599.

Lindenmayer, D.B., Wood, J.T., McBurney, L., MacGuog C., Youngentob, K., Banks, S.C.,
2011. How to make a common species rare: A casmsgeonservation complacency.
Biol. Conserv. 144, 1663-1672.

210



Lindenmayer, D.B., 2009. Forest Pattern and EcolddgProcess: A Synthesis of 25 Years of
Research. CSIRO Publishing, Melbourne.

Lindstrém, J., Kokko, H, 2002. Cohort effects arapplation dynamics. Ecol. Lett. 5, 338-
344,

Llaurens, V., Billiard, S., Castric, V., Vekemans,, 2009. Evolution of dominance in
sporophytic self-incompatibility systems: i. gewetoad and coevolution of levels of
dominance in pollen and pistil. Evolution. 63, 24243.

Lloyd, D.G., 1987. Allocations to pollen, seeds gdlination mechanisms in self-fertilizing
plants. Funct. Ecol. 1, 83-89.

Loiselle, B.A., Sork, V.L., Nason, J., Graham, £395. Spatial genetic structure of a tropical
understory shrulPsychotria officinaligRubiaceae). Am. J. Bot. 82, 1420-1425.

Lopez-Villavicencio, M., Genton, B.J., Porcher, Ehykoff, J.A., 2005. The role of
pollination level on the reproduction of femalesldrermaphrodites in the gynodioecious
plantGypsophila repenfCaryophyllaceae). Am. J. Bot. 92, 1995-2002.

Lowe, A., Harris, S., Ashton, P., 2004. Ecologigahetics: design analysis and application.
Blackwell Publishing, USA, 70-72.

MacArthur, R.H., Wilson, E.O., 1967. The TheoryIsfand Biogeography. Princeton, NJ:
Princeton University Press.

MacArthur, R.H. and Wilson, E.O., 1963. An equilibn theory of insular zoogeography.
Evolution. 17, 373-387.

Magurran, A.E., 2004. Measuring biological diveysi®xford: Blackwell Science.

Magurran, A.E., 1988. Ecological Diversity and Keasurement. Croom Helm Limited,
London.

Malécot, G., 1973. Isolation by distance. In: Gen&tructure of Populations (ed. Morton
NE), 72-75. University of HawaRress, Honolulu.

Marczewska, K., Rola, H., 2006. Identification dflarsulfuron-resistant Apera spica-venti
and Centaurea cyanus biotypes and chemical methiotseir control in winter wheat.
Progress in Plant Protection 46, 215-222.

Marshall, E.J.P., 2009. The impact of landscapectire and sown grass margin strips on
weed assemblages in arable crops and their boesdévieed Res. 49, 107-115.

Marshall, E.J.P., Brown, V.K., Boatman, N.D., Lum#&.J.W., Squire, G.R., Ward, L.K,,
2003. The role of weeds in supporting biologicaledsity within crop fields. Weed. Res.
43, 77-89.

Matrtin, E., Dinc, M., Duran, A., 2009. Karyomorpbglcal Study of Eight Centaurea L. Taxa
(Asteraceae) from Turkey. Turkish Journal of Bot&88y 97-104.

May, R.M., 1975. Patterns of species abundancedaretsity. Ecology and evolution of
communities (ed. Cody, M.L., Diamond, J.M.), 81-120ambridge, MA: Harvard
University Press.

Menges, E.S., 1991. Seed germination percentageases with population size in a
fragmented prairie species. Conserv. Biol. 5, 168-1

211



Millennium Ecosystem Assessment, 2005. EcosystemisHuman Well-being: Synthesis.
Island Press, Washington, DC.

Minoshima, H., Jackson, L.E., Cavagnaro, T.R., BamdVoreno, S., Ferris, H., Temple,
S.R., Goyal, S., Mitchell, J.P., 2007. Soil foodoweand carbon dynamics in response to
conservation tillage in California. Soil Sci. Séan. J. 71, 952-963.

Mitton, J., 1997. Selection in natural populatioBgford, UK: Oxford University Press.
Mohammaddoust, H.R., Asghari, A., Tulikov, A.M., $éamzadeh, M., Saidi, M.R., 2008.
Effect of fertilizer application on density, dry ttex and seed characteristics of garden

cornflower Centaurea cyanus.) and corn spurreySpergula vulgarisL.). Pakistan J.
Weed Sci. Res. 14, 73-80.

Moles, A.T., Westoby, M., 2006. Seed size and phrdtegy across the whole life cycle.
Oikos. 113, 91-105.

Morin, P.J., 1999. Community Ecology. Blackwell &ote, Malden, USA.

Moriuchi, K.S., Venable, D.L., Pake, C.E., Lange, 2000. Direct measurement of the seed
bank age structure of a Sonoran desert annual. fiaotogy. 81, 1133-1138.

Muraya, M.M., Mutegi, E., Geiger, H.H., de Villier§.M., Sagnard, F., Kanyenji, B.M.,
Kiambi, D., Parzies, H.K., 2011. Wild sorghum fraiiferent eco-geographic regions of
Kenya display a mixed mating system. Theor. Ap@n&. 122, 1631-1639.

Mustajarvi, K., Siikamaki, P., Akerberg, A., 200Bbreeding depression in perenrligchnis
viscaria (Caryophyllaceae): effects of population matingtdry and nutrient availability.
Am. J. Bot. 92, 1853-1861.

Newton, I., 2004. The recent declines of farmlaird populations in Britain: an appraisal of
causal factors and conservation actions. Ibis. 548;600.

Nordén, B., Paltto, H., Goétmark, F., Wallin, K.,@0 Indicators of biodiversity, what do they
indicate ? Lessons for conservation of cryptogant@ak-rich forest. Biol. Conserv. 35,
369-379.

Novacek, M.J., Cleland, E.E., 2001. The currentiviersity extinction event: scenarios for
mitigation and recovery. P. Natl. Acad. Sci. US8, 9466-5470.

Olivereau, F., 1996. Les plantes messicoles desgsdrancaises. Courrier de
'Environnement. 28, 5-18.

Oostermeijer, J.G.B., van Eijck, M.W., van LeeuwlIC., den Nijs, J.C.M., 1995. Analysis
of the relationship between allozyme heterozygosityl fitness in the rar&entiana
pneumonanthel. Evol. Biol. 8, 739-759.

Peakall, R., Smouse, P.E., 2006. GenAlEx 6: gerstalysis in Excel. Population genetic
software for teaching and research. Mol. Ecol. Nogg 288-295.

Peeters, A., Janssens, F., 19%griculture et nature Concilier la biodiversité ahe
production agricole performante en prairie : espossible Annales de Gembloux. 101,
127-147.

Pérez-Portela, R., Turon, X., 2008. Cryptic divexgee and strong population structure in the
colonial invertebratdycnoclavella communi@scidiacea) inferred from molecular data.
Zoology. 111, 163-178.

212



Perju, T., Moldovan 1., 1991. Entomofauna of Cergauspecies with a view to biological
control. Buletinul Institutului Agronomic Cluj Napa. Seria Agricultura si Horticultura.
45,73-84.

Petit, C., 2006. Approche de la génétique des poipuls deCentaurea cyanusRapport de
M2, Univ. Bourgogne.

Pico, F.X., Mix, C., Ouborg, N.J., Van Groenenda&lM., 2007. Multigenerational
inbreeding inSuccisa pratensigffects on fithess components. Biol. Plant. 85-188.

Pimm, S.L., Raven, P., 2000. Extinction by numbBisture. 403, 843-845.

Pimm, S.L., Lawton, J.H., 1998. Ecology — planniog biodiversity. Science. 279, 2068-
2069.

Pluess, A.R., Stocklin, J., 2004. Genetic diveraityl fitness irScabiosa columbarian the
Swiss Jura in relation to population size. Conséenet. 5, 145-156.

Pocock, M.J.O., Jennings, N., 2008. Testing biahdicator taxa: the sensitivity of
insectivorous mammals and their prey to the infexagion of lowland agriculture. J. Appl.
Ecol. 45, 151-160.

Poisot, T., Bever, J.D., Nemri, A., Thrall, P.H.o¢hberg, M.E., 2011. A conceptual
framework for the evolution of ecological speciatisn. Ecol. Lett. 14, 841-851.

Polato, N.R., Concepcion, G.T., Toonen, R.J., Baums, 2010. Isolation by distance across
the Hawaiian Archipelago in the reefbuilding coPRarites lobata Mol. Ecol. 19, 4661-
4677.

Poloni, E.S., Semino, O., Passarino, G., Santaxidanerecetti, A.S., Dupanloup, I.,
Langaney, A., Excoffier, L., 1997. Human geneticfindies for Y-chromosome
P49a,f/Taqgl haplotypes show strong corresponderiitelwguistics. Am. J. Hum. Genet.
61, 1015-1035.

Porcher, E., Lande, R., 2005. Loss of gametoplsgit-incompatibility with evolution of
inbreeding depression. Evolution. 59, 46-60.

Porcher, E., Lande, R., 2005. The evolution of-f#tilization and inbreeding depression
under pollen discounting and pollen limitationE¥olutionary Biol. 18, 497-508.

Prendergast, J.R., Quinn, R.M., Lawton, J.H., Bvarg B.C., Gibbons, D.W., 1993. Rare
species, the coincidence of diversity hotspots emaservation strategies. Nature. 365,
335-337.

Priestley, D.A., 1986. Seed aging — implicationsdeed storage and persistence in the soil.
New York: Comstock Publishing.

Primack, R.B., 2006. Essentials of Conservationdgjg. Sinauer Assoc., Inc., Sunderland,
MA.

Pritchard, J.K., Stephens, M., Donnelly, P., 20B@erence of population structure using
multilocus genotype data. Genetics. 155, 945-959.

Pujol, B., Zhou, S.R., Vilas, J.S., Pannell, JR09. Reduced inbreeding depression after
species range expansion. P. Natl. Acad. Sci. UBS, 15379-15383.

Purvis, A., Hector, A., 2000. Getting the measurbiodiversity. Nature. 405, 212-219.

213



Rahman, A., James, T. K., Grbavac, N., 2006. Caticei between the soil seed bank and
weed populations in maize fields. Weed Biol. Marga228-234.

R Development Core Team, 2011. R/ a language avicbement for statistical computing. R
foundation for statistical computing, Vienna, AusttJRL http://www.R-project.org.

Rea, A.C., Nasrallah, J.B., 2008. Self-incompatip#ystems: barriers to self-fertilization in
flowering plants. Int. J. Dev. Biol. 52, 627-636.

Reed, D.A., 2004. Extinction risk in fragmented itetis. Anim. Conserv. 7, 181-191.

Reed, D.H., 2005. Relationship between populatine and fitness. Conserv. Biol. 19, 563-
568.

Rees, J.M., Mills, L.S., Dunning, J.B., et al., 20Emerging issues in population viability
analysis. Conserv. Biol. 16, 7-19.

Reibel, C., Guillemin, J.P., Cordeau, S., ChauBel2010. Ability of seedling emergence and
plant establishment of weeds in sown grass st@mnference du COLUMA - journees
internationales sur la lutte contre les mauvaisebds (afpp), Dijon 177-184.

Reinartz, J.A., Les, D.H., 1994. Bottleneck-indlicBssolution of self-incompatibility and
breeding system consequencedgter FurcatugAsteraceae). Am. J. Bot. 81, 446-455.

Rice, W.R., 1989. Analyzing tables of statistieats. Evolution43, 223-225.

Robinson, R.A., Sutherland, W.J., 2002. Post-wangkes in arable farming and biodiversity
in Great Britain. J. Appl. Ecol. 39, 157-176.

Romero, A., Chamorro, L., Sans, F.X., 2008. Weeeémity in crop edges and inner fields of
organic and conventional dryland winter cereal srap NE Spain. Agric. Ecosyst.
Environ. 124, 97-104.

Roschewitz, I., Gabriel, D., Tscharntke, T., Thi€s, 2005. The effects of landscape
complexity on arable weed species diversity in nigand conventional farming. J. Appl.
Ecol. 42, 873-882.

Rosenberg, N.A., 2004. DISTRUCT, a program for traphical display of population
structure. Mol. Ecol. Notes. 4, 137-138.

Saatkamp, A., Affre, L., Dutoit, T., Poschlod, PQ11. Germination traits explain soil seed
persistence across species: the case of Meditamaar@nual plants in cereal fields. Ann.
Bot. 107, 415-426.

Saatkamp, A., Affre, L., Dutoit, T., Poschlod, RQ09. The seed bank longevity index
revisited: limited reliability evident from a buliaxperiment and database analyses. Ann.
Bot. 104, 715-724.

Sawma, J.T., Mohler, C.L., 2002. Evaluating seatbiity by an unimbibed seed crush test in
comparison with the tetrazolium test. Weed Techi®).781-786.

Schafer, M., Kotanen, P.M., 2003. The influenceaf moisture on losses of buried seeds to
fungi. Acta. Oecol. 24, 255-263.

Segarra-Moragues, J.G., Catalan, P., 2010. Therfeamd the better: prioritization of
populations for conservation under limited resosyca genetic study witlBorderea
pyrenaica(Dioscoreaceae) in the Pyrenean National Parketizn 138, 363-376.

214



Shao, J.W., Zhang, X.P., Zhang, Z.X., Zhu, G.P.Q&0Effects of population size on
reproductive success of the endangered and endpeatedrimula merrilliana J. Integr.
Plant Biol. 50, 1151-1160.

Silvertown, J., McConway, K., Gowing, D., et alQd&. Absence of phylogenetic signal in
the niche structure of meadow plant communitiefRRdy.. Soc. Lond. B. Bio. 273, 39-44.

Slatkin, M. 1993. Isolation by distance in equilion and non equilibrium populations.
Evolution. 47, 264-279.

Smart, S.M., Bunce, R.G.H., Firbank, L.G., Coward, 2002. Do field boundaries act as
refugia for grassland plant species diversity temsively managed agricultural landscapes
in Britain? Agric. Ecosyst. Environ. 91, 73-87.

Sodhi, N.S., Ehrlich, P.R., 2010. Conservation &yyl for All. Oxford University Press,
Oxford, England. (Eds.).

Sosnoskie, L.M., Luschei, E.C., Fanning, M.A., 20Biéld margin weed-species diversity in
relation to landscape attributes and adjacent leed Weed Sci. 55, 129-136.

Spiegel, O., Nathan, R., 2007. Incorporating displedistance into the disperser effectiveness
framework: frugivorous birds provide complementafigpersal to plants in a patchy
environment. Ecol. Lett. 10, 718-728.

Steffen, W., Burbidge, A., Hughes, L., Kitching,, Rindenmayer, D.B., Musgrave, W.,

Stafford-Smith, M., Werner, P., 2009. Australia’ed@versity and Climate Change. CSIRO

Publishing, Melbourne.

Steinbachs, J. E., Holsinger, K. E., 2002. S-RNusdiated gametophytic self-
incompatibility is ancestral in Eudicots. Mol. Bidvol. 19, 825-829.

Stephenson, A.G., Good, S.V., Vogler, D.W., 20Qfterrelationships among inbreeding
depression, plasticity in the self-incompatibilisystem, and the breeding system of
Campanula rapunculoidds. (Campanulaceae). An. Bot. London. 85, 211-220.

Stocklin, J., Fischer, M., 1999. Plants with lonrtieed seeds have lower local extinction
rates in grassland remnants 1950-1985. Oecologiy.5B9-543.

Stone, J.L., 2004. Sheltered load associated wahefes inSolanum carolinenseHeredity.
92, 335-342.

Stork, N.E., 2010. Re-assessing current extinaaes. Biodivers. Conserv. 19, 357-371.

Storkey, J., Westbury, D.B., 2007. Managing arat@eds for biodiversity. Pest Manag. Sci.
63, 517-523.

Storkey, J., 2006. A functional group approachhe management of UK arable weeds to
support biological diversity. Weed Res. 46, 513-522

Sutcliffe, O.L., Kay, Q.O.N., 2000. Changes in #rable flora of central southern England
since the 1960s. Biol. Conserv. 93, 1-8.

Svensson, R., Wigren, M., 1985. History and biolofiCentaurea cyanus Sweden. Sven.
Bot. Tidskr. 79, 273-297.

Takayama, S., Isogai, A., 2005. Self-incompatipiitt plants. Annu. Rev. Plant Biol. 56,
467-489.

215



Telewski, F.W., Zeevart, J.A.D., 2002. The 120-wripd for Dr Beal's seed viability
experiment. Am. J. Bot. 89, 1285-1288.

Thomas, J.A., Telfer, M.G., Roy, D.B., Preston, CGreenwood, J.J.D., Asher, J., Fox, R.,
Clarke, R.T., Lawton, J.H., 2004. Comparative ésssf British butterflies, birds, and
plants and the global extinction crises. Scien68, 3879-1881.

Tilman, D., 1994. Competition and biodiversity ipasially structured habitats. Ecology. 75,
2-16.

Torra, J., Recasens, J., 2008. Demography of Coppy Papaver rhoegsin Relation to
Emergence Time and Crop Competition. Weed Sci836,833.

Traba, J., Azcarate, F.M., Peco, B., 2004. Fromtwdepth do seeds emerge? A soil seed
bank experiment with Mediterranean grassland spe8Sieed Sci. Res. 14, 297-303.

Trakhtenbrot, A., Nathan, R., Perry, G., RicharddorM., 2005. The importance of long-
distance characterization of nine new microsageltitarkers inTaraxacum(Asteraceae).
Mol. Ecol. Notes. 4, 645-648.

Turchin, P., 2003. Complex population dynamics: heotetical / empirical synthesis.
Princeton: Princeton University Press.

Turner, C.E., Piper, G.L., Coombs, E.M., 19@haetorellia australigDiptera: Tephritidae)
for biological control of yellow starthistleCentaurea solstitialisgCompositae), in the
western USA: Establishment and seed destructiolh. Botomol. Res. 86, 177-182.

Ulber, L., Steinmann, H.-H., Klimek, S., 2010. Usirselective herbicides to manage
beneficial and rare weed species in winter whedlaht Dis. Prot. 117, 233-239.

Ulber, L., Steinmann, H.H., Klimek, S., Isselsteih, 2009. An on-farm approach to
investigate the impact of diversified crop rotatolmn weed species richness and
composition in winter wheat. Weed Res. 49, 534-543.

Violle, C., Navas, M.L., Vile, D., Kazakou, E., Fonel, C., Hummel, I., Garnier, E., 2007.
Let the concept of trait be functional! Oikos. 1862-892.

Vitousek, P.M., Mooney, H.A., Lubchenco, J., M@jllJ.M., 1997. Human domination of
Earth’s ecosystems. Science. 277, 494-499.

Vogler, D.W., Kalisz, S., 2001. Sex among the flevethe distribution of plant mating
systems. Evolution. 55, 202-204.

Wagner, H.H., Wildi, O.,Ewald, K.C., 2000. Additipartitioning of plant species diversity in
an agricultural mosaic landscape. Landscape EBpR119-227.

Waites, A.R., Agren, J., 2004. Pollinator visitatiostigmatic pollen loads and among-
population variation in seed setligthrum salicaria J. Ecol. 92, 512-526.

Waldhardt, R., Otte, A., 2003. Indicators of plasgecies and community diversity in
grasslands. Agric. Ecosys. Environ. 98, 339-351.

Wang, Y., Liu, W., Wang, G.M., Zhong, W., Wan, Q11. Genetic Consequences of Group
Living in Mongolian Gerbils. J. Hered. 102, 554-561

Waples, R.S., Gaggiotti, O., 2006. What is a papui& An empirical evaluation of some
genetic methods for identifying the number of gpoels and their degree of connectivity.
Mol. Ecol. 15, 1419-1439.

216



Weiher, E., Keddy, P.A., 1999. Assembly rules asegal constraints on community
composition. In: Ecological assembly rules: pertipes, advances, retreats (Eds Weiher,
E., Keddy, P.A.). Cambridge University Press, Cadgs, UK.

Weiss, E., Stettmer, C., 1991. Unkrauter in deraflgndschaft locken blutenbesuchende
Nutzinsekten an. Hauptverlag, Bern, Stuttgart.

Willi, Y., 2009. Evolution towards self-compatiliifi when mates are limited. J. Evolution
Biol. 22, 1967-1973.

Willi, Y., Dietrich, S., van Kleunen, M., Fischek)]., 2007. Interspecific competitive stress
does not affect the magnitude of inbreeding dersg&vol. Ecol. Res. 9, 959- 974.

Wilson, E.O., 2000. The future of conservation bgyl. Conserv. Biol. 14, 1.

Wilson, J.D., Morris, A.J., Arroyo, B.E., Clark,&, Bradbury, R.B., 1999. A review of the
abundance and diversity of invertebrate and plaat$ of granivorous birds in northern
Europe in relation to agricultural change. AgricoBys. Environ. 75, 13-30.

Wilson, P.J., Aebischer, N.J., 1995. The distributiof dicotyledonous arable weeds in
relation to distance from the field edge. J. Afulol. 32, 295-310.

Wilson, P.J., 1993. Conserving Britain’s cornfieftbwers. Brighton crop protection
conference, weeds. Proceedings of an internataorderence. 1, 411-416.

WWEF 1989. L'été des bleuets. Panda. 39, F-G.
XLSTAT, 2011. Version 2011.2.04. Paris, France: iaddft SARL 1995-2011.

Young, A.G, Brown, A.H.D., Zich, F.A., 1999. Gere8tructure of fragmented Populations
of the endangered Dai®utidosis leptorrynchoide€onserv. Biol. 13, 256-265.

Young, A.G., Boyle, T., Brown, T. 1996. The popidatgenetic consequences of habitat
fragmentation for plants. Trends. Ecol. Evol. 1134118.

Zobel, M., Otsus, M., Liira, J., Moora, M., Mols,,T2000. Is small-scale species richness
limited by seed availability or microsite availatyi? Ecology. 81, 3274-3282.

217



ANNEXES



219



ANNEXE 1 : LISTE DES PLANTES MESSICOLES

Liste des plantes messicoles classées par niveprédarité réalisée dans le cadre du
Plan d'action national Messicole, sous la directidmnie Aboucaya, Conservatoire
Botanique National de Porquerolles.

Plantes messicoles encore abondantes (14 taxons)

« Alopecurus myosuroiddsudson.

« Apera spica-venfiL.) P. Beauv.

- Aphanes arvensis.

« Arrhenatherum elatiug..) P. Beauv. ex J. & C. Pr subdmlbosumWilld.) Schi
- Avena sativd.. subspfatua(L.) Thell.

« Galium aparinel. subspaparine

+ Lithospermum arvende

« Papaver rhoeas.

« Scandix pecten-venellis

« Scleranthus annuus

- Sinapis albd..

- Spergula arvensik.

+ Vicia villosaRoth subspvaria (Host) Corb.
« Viola tricolor L.

Plantes messicoles a surveiller (30 taxons)

- Ajuga chamaepityf_.) Schreber

« Allium scorodoprasurh. subsp. rotundur(i.) Stearn
+ Anchusa arvensid..) M. Bieb.

« Anthemis altissim&. emend Sprengel, 1826
« Bromus arvensik.

«  Bunium bulbocastanuin

- Calepina irregularis(Asso) Thell.

« Caucalis platycarpos. [1753]

- Centaurea cyanuk.

« Cnicus benedictus.

« Consolida regalisS.F. Gray

+ Euphorbia falcata..

+ Gagea villosgM. Bieb.) Sweet
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« Galium tricornutumDandy

« Gladiolus italicusiller

+ Iberis pinnataL.

« Legousia hybridgL.) Delarbre

+ Legousia speculum-vene(is.) Chaix
- Papaver argemonk.

- Papaver hybridunt..

« Ranunculus arvensis

« Stachys annuf..) L.

« Thlaspi arvensé.

« Torilis leptophylla(L.) Reichenb. fil.
« Tulipa sylvestrid..

« Valerianella coronatgL.) DC.

- Valerianella dentatdL.) Pollich

« Valerianella rimos8ast

+ Vicia pannoniceCrantz

+ Vicia villosaRoth

Plantes messicoles en situation précaire (56 taxgns

« Adonis aestivalit..

« Adonis annud..

« Adonis flammedacq.

« Adonis microcarpd®C.

« Agrostemma githaghb.

« Androsace maximh.

- Asperula arvensit.

- Bifora radiansM. Bieb.

- Bifora testiculataL.) Sprengel in Schultes
« Bromus secalinus

«  Bunium pachypodura.W. Ball

« Bupleurum rotundifoliunt..

+ Bupleurum subovatuinink ex Sprengel

« Camelina sativgL.) Crantz

« Cephalaria syriacdL.) Roemer & Schultes
- Ceratocephalus falcatug..) Pers.

« Conringia orientalis(L.) Dumort.

- Consolida ajacigL.) Schur

- Consolida hispanicgCosta) Greuter & Burdet
« Consolida pubescerf®C.) Soo

« Cuscuta epilinunWeihe

« Delphinium halteratui8ibth. & Sm.

+ Delphinium verdunen&albis

« Galium spuriuniL.
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Garidella nigellastrumL.

Glaucium corniculatunfL.) J.H. Rudolph
Hypecoum imberb&m.

Hypecoum penduluiin.

Lolium temulentunt.

Myagrum perfoliatunt..

Neslia paniculatgL.) Desv.

Nigella arvensid..

Nigella gallicaJordan

Orlaya daucoidegL.) W. Greuter
Orlaya grandiflora(L.) Hoffm.
Ornithogalum nutans.

Polycnemum arvende

Polycnemum maju&. Braun
Polygonum bellardiiAll.

Ridolfia segetunMoris

Roemeria hybrid4L.) DC.

Silene conoideé.

Silene creticd..

Silene linicolaC.C. Gmelin

Silene muscipula.

Sinapis albd.. subspdissectaLag.) Simonkai [1887]
Spergularia segetalid..) G. Don fil.
Thymelaea passerind.) Cosson & Germ.
Tulipa agenensi®C.

Tulipa clusianaDC.

Tulipa gesneriand..

Tulipa raddiiReboul

Turgenia latifolia(L.) Hoffm.
Vaccaria hispanicgMiller) Rauschert
Valerianella echinatgL.) DC.

Vicia articulataHornem.
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ANNEXE 2 : SENSIBILITE DU BLEUET AUX HERBICIDES

LEGENDE :
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Figure 1 : Efficacité des différents produits herbicides €entaurea cyanus lpour chaque
culture. L’efficacité correspond ici a une moyermjue se rapporte a un grand nombre d’essais
et qui est repré sentée suivant neuf symboles suiggpourcentage de destruction du bleuet
dans la culture. Une case blanche signifie soitlguaroduit n’est pas utilisé sur la culture,
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soit que l'efficacité n’est pas connue (Sensibitiigs mauvaises herbes aux herbicides en
grandes cultures, ACTA, ed. 2003).
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RESUME

Depuis les années 1950, l'intensification des quas agricoles concourt a une
augmentation de la pression anthropique entraimaatraréfaction des espéces spécialistes
des parcelles cultivées, ce qui contribue a I'émosde la diversité biologique des
agroécosystemes. Parmi les espéces en déclin,nopteale nombreuses messicoles dont le
bleuet Centaurea cyanuk.), fleur emblématique des moissons. Or, cetp@es peut rendre
des services écosystémiques comme hote de présldeeuavageurs des cultures et ressource
privilégiée de certains pollinisateurs qui justifiEent son maintien dans les champs. Nous
étudions ici des facteurs biologiques qui pourrapatentiellement contribuer a son déclin :
distribution spatiale, potentialité de croissartieersité génétique des populations, survie des
semences, systeme de reproduction.

Nous avons montré, par deux campagnes de releuésC.qcyanusn’est pas une
espeéece indicatrice de diversité floristique danpdecelle cultivée. Toutefois, lorsque que le
bleuet est rare dans une région, il est associ@udres messicoles peu fréquentes. Par contre,
s’il est commun, il est associé aux zones ayaplus forte diversité végétale. Une expérience
de semis dans différents compartiments de l'agtésys, en absence de traitements
herbicides, a mis en évidence que la potentiaétérdissance des bleuets est plus élevée dans
le plein champ du blé que dans la moutarde enkesfaces blé/bordure. Cette croissance est
limitée de maniéere variable par les communautésraibes présentes dans les compartiments
hors champs (bordures). L'analyse de la diversiéhéfigue a l'aide de marqueurs
microsatellites de bleuets dans une petite zoneEadgrmontre que les populations sont
connectées par des flux de genes importants. Lreigfes écologiques telles que les chemins,
semblent étre des facteurs de structuration plysoitants que la distance géographique
séparant les populations. La répartition du blelsets le paysage agricole n’est donc pas
aléatoire et apparait dépendante de la frequend&egfgce dans la région ainsi que des
différents éléments du paysage.

Les caractéristiques du cycle biologique du blemet été étudiées grace a des
expériences au champ et en serre. Nous avons nauirdéa longévité des akénes enfouis
dans le sol chute rapidement aprés deux ans. lle sgisonnier de la dormance permet deux
cohortes de levées (automne et printemps). L'éthidsystéme de reproduction a permis de
mettre en évidence que les pollinisateurs sontssé@s pour la fécondation et que les
populations sont majoritairement auto-incompatibllesxiste cependant des individus pseudo
auto-incompatibles mais leur fréequence n'est pas & la taille des populations ou a leur
niveau d’isolement spatial. Par ailleurs, dés gueokfficient de consanguinité augmente dans
les populations, la valeur phénotypique des indisidaisse. La dépression de consanguinité
s’exprime alors principalement pendant la phase ladgermination. L'ensemble de ces
caractéristiques biologiques peuvent s’avérer agfbles au bleuet dans les agroécosystémes
simplifiés actuels et ont pu entrainer son dédinsdcertaines régions.

Mots clés: bleuet, adventices, répartition dans le payspgesistance des semences, systeme
d’auto-incompatibilité, consanguinité, structuraéeque.
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Study of the biology of a declining segetal speciesornflower (Centaurea cyanus..)

ABSTRACT

Agroecosystems are currently experiencing highiberdity loss, in particular among
the plant species specifically adapted to this tAabiThis decline results from cropping
systems that have been intensified in Western Eurgipce the 1950s. The cornflower
(Centaurea cyanuk.), considered as emblem of the flora associati¢hl traditional cereals,
appears as a species that may be at risk and sbeutdonitored. Indeed, cornflower can
serve as a host to predators of crop pests anttioisgly attractive for the pollinators. This
study examines the biological factors that coulteptally cause the decline of this species:
spatial distribution, potential for growth, popudat's genetic diversity, seeds survival and
mating system.

We have shown thaf. cyanuss not a biological indicator of the weed diveysiff a
field. However, when it is not frequent in a regi@ornflower is associated with other rare
segetal species. When it is common in a regidngcyanusis present in areas with higher
weed diversity. Sowing seeds in different composearitthe agrosystem, without herbicide
application, shows that the growth of cornflowerswgher in the centre of a wheat field than
in mustard and the crop edge. Growth successlohrii@rgins was variably limited according
to the weed communities in the field boundariese &halysis of the genetic diversity using
microarrays has shown that populations in a smgticaltural area are connected by
important genes flow. The ecological barriers asnty road seem to be factors more
determinant than geographical distance to strucamae divide populations. Therefore, the
cornflower distribution in the agricultural landgeais not random and appears to be linked to
species frequency in the area and to landscapesetem

The cornflower life cycle characteristics were $ddthrough field and greenhouse
experiments. We have shown that the longevity beaes buried in the solil falls rapidly after
two years. There is a seasonal dormancy cyclealats the emergence of two seedling
cohorts (fall and spring). Our study of the matsygtem highlights the fact that pollinators
are required for fertilization and that cornfloweistrongly self-incompatible. However, there
are pseudo self-incompatible individuals, but tHequency is not related to the population
size or the spatial isolation level. Individualnfiss decreases as the inbreeding coefficient
increases in a population. Inbreeding depressianamly expressed during the germination
stage. All these biological characteristics cande&imentalto the cornflover in current
simplified agroecosystems and may have led to twef decline in some areas.

Keywords: Cornflower, weeds, landscape distribution, seersigtence, system of self-
incompatibility, inbreeding, genetic structure.

227



