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INTRODUCTION




1. Généralitéssur I’abeille

Insecte fascinant et terrifiant a la fois, ’abeille a été maintes fois étudée, de I’ Antiquité a nos

jours. Grecs et Romains de 1’ Antiquité pensaient que les abeilles naissaient spontanément de
carcasses animales en putréfaction, ce phénomene particulier de renaissance étant appelé
Bougonie. En Egypte, une 1égende racontait qu’clles étaient issues de larmes du dieu Ra, qui

en tombant sur le sol s’étaient spontanément transformées en abeilles.

L’une des premiéres études scientifiques concernant les abeilles date de la Gréce Antique.

Aristote en 343 av JC fait dans son Histoire des Animawxs@TLE and Louis 1964) une

analyse certes erronée mais remarquable de cet insecte. En effet, méme s’il ne considére

jamais la Bougonie comme plausible, le philosophe reste convaincu de la reproduction
asexuée des abeilles. Reines (appelées alors Rois), ouvriéres et faux-bourdons furent décrits
de facon trés précise, notamment par I’observation fortuite d’une colonie bourdonneuse. Les
faux-bourdons, selon sa théorie, n’engendrent aucune descendance, et contribuent uniquement

a la prospérité de la ruche, en rendant les ouvrieres plus diligentes.

Grace aux avancées technologiques, allant de [’utilisation du microscope a la création de

ruches d’observation vitrées, Réaumur put réfuter I’hypothese de la génération spontanée des

abeilles et faire une description non seulement morphologique mais également anatomique de
I’insecte (REAUMUR 1748) C’est en 1758 que Linné (LINNAEUS 1758), médecin et botaniste
suédois, donna a I’abeille le nom d’Apis mellifera dont la signification latine signifie qu’elle

« porte le miel ». Ce nom fut discuté plus tard, quand il fut reconnu que les abeilles ne
portaient pas le miel, mais qu’ « elles le fabriquaient Le nouveau nom d’Apis mellificafut

donc proposé, mais n’est que tres peu utilisé (principe d’antériorité d’appellation).

Kirby et Latreille proposérent au XfX® siécle presque simultanément une premiére
classification globale pour les abeilles au sens large (ce que nous appelons maintenant les
ApoideaApiformes). Cette classification, basée sur la longueur du proboscis des abeilles, fut
enrichie et modifiée par la suite. Michener donna en 1944 la premiére classification moderne
des abeilles (Figure 1), modifiée récemment par Danforth (Figure 2) grace a hsgsana

moléculaires (ANFORTH et al.2006a DANFORTH et al. 2006b)
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Figure 1 : Phylogénie des Apidaeggérant les apparentements entre familles, basée sur la

morphologie des adulte®.’aprés (MICHENER1944).
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Apparues au cours du Crétacé, entre 145 65 millions d’années (Ma),
« abeilles sociales» oApidae se sont développées simultanément avec les angiospermes
(CrRANE 1999). LesApidaese sont ainsi diversifies en de nombreux genres, comprapant

ou Bombus et ont survécu a de nombreuses crises géologiques et climatiques.
Les différentes périodes glaaes ont abouti a I’isolement et a la différenciation de 4 groupes
d’espéces d’abeilles du genre Apis il y a 6 & 9 MaApis dorsata« Abeille Géante d’Asie et
d’Australie, Apis floreg « Abeille Naine d’Asie, Apis cerana « Abeille Asiatique » ef\pis

mellifera, « Abeille mellifére » (Figure 3).
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Ce dernier groupe ne comprend qu’une seule espéce (parmi les 9 décrites actuellement) : Apis
mellifera Son aire de répartition naturelle recouvre I’Europe, 1’ Afrique et le Proche-Orient,
mais suites aux importations dues notamment aux migrations humapissnelliferaest,

actuellement, présente dans le monde entier.

ka

A.cerana
A florea
A.dorsata

\ = !
AN Q'o £
s /
Equateur > dg'
awresr = NEF s
(Apis mel.) ﬂ
© &b

Apis mellifica :implantation naturelle . s
Apis mellifica:abeilles introduites & partir du XVIéme siécle (Apis mel.)

Echelle: 1/200.000.000
env. o 'Equateur

Figure 3 : Répartition géographique des 4 especes du genre/Apis-és (RUTTNER1988)

Du fait de sa large répartition géographique, cette espéce est devenue la plus utilisée en
apiculture. Elle rapporte plus de 10 milliards de dollars par an grace aux ventes de miel, gelée

royale et autres produits dérivés de la ruche. Elle est également utilisée pour ses vertus
thérapeutiques, notamment issues de la gelée royale mais également du venin, en traitement
conte I’arthrite ou, comme des études récentes ’auraient démontré en traitement, contre le

VIH (Virus d’Immunodéficience Humaine) (D et al. 2013) L’abeille est également le

premier insecte pollinisateur mondial et par conséquent joue un réle primordial dans les

ressources alimentaires.

L’abeille mellifére est couramment appelée, a tort, abeille domestique. En effet, il existe dans
la littérature plusieurs définitions de la domestication. Parmi celle-ci on trouve celle de Price
(Price 1984) qui définit la domestication comme « le processus par lequel un animal captif

s’adapte a I’homme et a ’environnement qu’il lui procure ». Cette adaptation est basée sur
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une évolution génétique de plusieurs caracteres, au cours des générations. La domestication
représente donc la premiere étape de la sélection, elle se distingue du domptage dans le sens
ou les croisements (choix des partenaires notamment), les soins (abris, protection contre les

prédateurs...) et le nourrissage des animaux sont contrdlés par ’lHomme (FhLE 1969). Ainsi,

le simple fait d’¢lever des animaux dans un environnement adapté a I’espéce considérée,

comme c’est le cas pour les abeilles, les huitres et les moules par exemple, ne peut pas étre

considéré comme de la domestication.

2. Biologie de la reproduction

L’une des plus grandes découvertes concernant cette espeéce fut faite en 1845 par Jan

Dzierzon, prétre et apiculteur polonais. Celui-ci permit de mieux comprendre la biologie de la
reproduction de I’abeille. Jusqu’alors des hypotheses variées expliquaient la reproduction,

allant de la naissance spontanée jusqu’a la fécondation des ceufs, grace a une odeur émise par

les méles. Dzierzon mit en évidence le phénoméne de parthénogenése des abeilles, c'est-a-dire
que les males d’abeilles sont issus d’ceufs non fécondés. C’est également ce méme apiculteur

qui fabrique les premiers cadres amovibles des ruches permettant ainsi umaceésdu

nid. Cette avancée apicole fut ensuite trés largement reprise dans le monde entier, et en
premier lieu par Langstroth en 1851 aux Etats Unis.

A. Le déterminisme du sexe

Le déterminisme du sexe chez de nombreux hyménoptéres est assez particulier et dépend du
nombre d’alléles différents a un ou plusieurs locus de détermination du sexer@zIER and

PamiLO 1996). Si les individus possedent deux alleles distincts pour au moins un des locus, ils
deviendront femelles. Dans le cas contraire (un seul alléle), ils deviendront males. Chez
certaines especes, comme [’abeille, le déterminisme du sexe n’est 1li€é qu’a un seul locus.

Ainsi, les ceufs non fécondés haploides sont hémizygotes au locus concerné et deviennent

toujours des males, on parle de parthénogenese arrhénotoque. Les males haploides portent 16
chromosomes distincts. En revanche, les ceufs diploides peuvent a priori devenir méales ou

femelles et porter 32 chromosomes (Figure 4). Ces males diploides, s’ils ne sont pas dévorés,

a I’état larvaire par les ouvricres, sont généralement stériles (@ok and ROzIER 1995

KRIEGER et al.1999), leur production représente donc un fardeau pour la colonie.



Chaque locus sexuel chez les hyménopteres contiendrait 10 a 20 alletes 1@3). La
proportion de méles diploides dans de telles populations est faible et généralement issue de
croisements consanguinsAfilLo et al. 1994). Il existe cependant des populations ou
seulement 5 alleles ont été dénombrésyed 2009). La proportion de males diploides est

donc augmentée, entrainant une baisse dans le taux de croissance des colonies et une
diminution de taille de celles: Cela peut, dans les cas extrémes, mener a 1’extinction

compléte d’une colonie (Figure S5Pour limiter ce risque, un trés grand nombre d’alléles pour

les géenes du déterminisme du sexe aurait été sélectionné par la sélection nativeks 4B

i X

Progeny
Haploid Diploid

50% (D 950% (D,E)
50% (E) dm% (E,E)

Figure 4 : Production de males diploides pat@uplement d’une femelle etd’un male ayant
un allele commun (E) au locus sexuel. La moitié des individus diploides au locus sexuel

deviendront des mdles diploides avec un génotype homozygote (E, E). D aprés (ZAYED 2009)
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(Habitat loss and fragmentation,
use of pesticides, climate change, etc.)
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Figure 5 : Effets de la production de males diploides sur des petites populations. Création

d’un « vortex d’extinction ». D aprés (ZAYEDand FACKER2005)

La polyandrie (plusieurs males fécondants une méme femelle) permet également de limiter la
proportion de males diploides dans la descendance dans la mesure ou un plus grand brassage

des alléles est assuré.

B. MonoandrieversusPolyandrie

L’évolution et le maintien de la polyandrie chez les hyménoptéres eusociaux (activité de
reproduction assurée par un ou plusieurs individus dominants) sont des phénomenes toujours
inexpliqgués (BoMsMA and RTNIEKS 1996). Comme chez les autres especes animales, les
accouplements multiples des femelles sont probablement colteux pour les reines elles-mémes.
Ils impliquent non seulement une perte de temps et d’énergie (THORNHILL and A.COCK 1983)

mais également une augmentation des risques de prédation et d’infections parasitaires

(THORNHILL and AL.cock 1983 HursT and FEck 1996 ARNQVIST and NLSSON 2000).

Diverses hypothéses ont été proposées pour expliquer la présence de polyandrie chez les
hyménoptéres (BomsmA and RTNIEKS 1996 CRozIER and RMILO 1996 CHAPUISAT 1998

CrOzIER and BERDINGSTAD2001, STRASSMANN 2001).



Hypothese 1 La femelle peut accepter de multiples copulations pour éviter un codt inutile lié

a la résistance contre 1’accouplement et la sélection du maleifRNHILL and A.cock 1983)

La faiblesse de cette hypothese peut étre démontrée par des études de terrain. Ereeffet, che
les abeilles, les reines effectuent plusieurs vols nuptiasx €I al. 1999) L’accouplement

multiple est donc bien un choix des reines, elles ne sont pas contraintes par les males.

Hypothése 2: Un accouplement multiple pourrait permettre a la reine d’effectuer une
sélection spermatique du meilleur male ou du méale le moins apparem@endiLL and
ALcock 1983 STARR 1984). Selon cette hypothese, un biais de représentation de certains
mées dans la descendance devrait exister. Or, le sperme est utilisé aléatoirement chez
certaines espeéces d’abeilles (BOOMSMA and RATNIEKS 1996 BooMsMA and SINDSTROM

1998 HABERL and TauTz 1998).

Hypothése 3 Les femelles s’accoupleraient avec plusieurs males pour constituer une grande
réserve de sperme @Ce 1983). Cependant, chez les abeilles, il a été observé que la
spermathéque des reines contient une quantité de sperme équivalente a celle d’un seul male

(CroziER and RAGE 1985).

Hypothése 4 La polyandrie permettrait de diminuer le fardeau génétique di a la production

de males diploides stérilesaAfiLo et al. 1994). Les males homozygotes diploides sont
stériles et représentent une charge pour la colonie d’origine. Aussi, une reine qui s’accouple

avec de nombreux méles augmente le risque de production de males diploides mais diminue
leur proportion dans la descendance (augmentation plus importante du nombre de descendants
par rapport au nombre de méales diploides). Cette hypothese expliquerait donc le passage de la
monoandrie vers la polyandrie, mais n’expliquerait pas la polyandrie extréme de certaines

espéeces, comme chexpis dorsataou la reine peut s’accoupler jusqu’avec 100 males

(WATTANAACHAIYINGCHARO EN et al.2003).

Hypothése 5 L’augmentation de la variabilité génétique pourrait réduire les conflits sociaux

entre reines et ouvrieres liés au sex-ratio. En situation monoandre, les ouvrieres sont trois fois
plus apparentéesleurs sceurs qu’a leurs fréres. Elles devraient donc favoriser la production

des sexuées femelles au détriment de celle des males. En revanche, comme la reine est aussi
apparentée a ses fils qu’a ses filles, elle devrait favoriser un sex-ratio équilibré. Plus le

9



nombre d’accouplements augmente, plus 1’apparentement des ouvri¢res décroit, diminuant

ainsi I’intensité du conflit quant au sex-ratio de la descendance. Cette hypothése semble peu
probable si on considere que les ouvrieres sont incapables de détecter le nhombre exact de
males avec lesquels les femelles se sont accouplées, et donc ajuster précisément le sex-ratio

(PALMER and QDROYD 2000).

Hypothése 6 Une plus grande variabilité génétique des ouvriéres a I’intérieur des colonies
aurait une incidence sur la performance de celles-eDZER and NsuL 1976). Il en
découlerait une meilleure résistance aux parasites ou aux pathogemasT®N 1987
SHERMAN et al. 1988 ScHMID-HEMPEL 1994 ScHMID-HEMPEL 1998), une meilleure
distribution des taches €WELL and RGE JrR 1993) et également une meilleure capacité
d’adaptation a des modifications environnementales (WILLIAMS 1966). Ceci suppose donc
I’existence d’une base génétique a la résistance aux parasites ou pathogénes et un
déterminisme génétique des performances des ouvriéres dans les différentes taches au sein des
colonies. Pourtant, Neumann et Moritze(MWANN and MoRrITz 2000)n’ont trouvé aucune
association entre la fréquence d’accouplement des reines, la taille des colonies, la productivité
ou méme la résistance aux parasites ¢kh@z mellifera Cependant, il a été montré que les
colonies ayant de plus hauts niveaux de variabilité génétique s’adaptent mieux a des

changements environnementaux pendant le fourragenm@mE(E and RGE JR 1993).

En définitive, les quelques études menées pour analyser ces hypotheses sont souvent peu
fructueuses voire méme contradictoires. La polyandrie ne peut, en effet, s’expliquer selon une

seule de ses hypothéses mais doit tres probablement résulter de facteurs multiples.

ChezApis mellifera la polyandrie est élevée, en moyenfanhles s’accouplent avec la reine
(Estoupet al. 1994 KRYGER and MoRrITz 1997). Le degré de polyandrie est estimé grace au

« classement des ouvrieres d’une colonie en fratries sur la base des analyses microsatellites,

permettant ainsi de compter les différents males fécondants.

C. Les congrégations de males

Les abeilles melliferes ont un comportement reproducteur trés particulier. Il implique
I’agrégation de plusieurs milliers de males, jusqu’a 25 000 (RGE JR and METCALF 1982), en
une zone particuliere appelée « congrégation de males » (DCA : drone congregation areas).
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Les reines ierges se rendent dans ces congrégations et s’accouplent avec de nombreux males

(MoRITZ and ®UTHWICK 1992 EsToupret al.1994).

Les males matures quittent leur colonie environ dix jours aprés 1’émergence (sortie de
I’alvéole), pour rejoindre la congrégation la plus proche (KOENIGER et al. 2005). Il a été

estimé que plus de 200 colonies participgi la formation d’une congrégation (PAGE JR and
METCALF 1982 BAUDRY et al. 1998). Les males parcourent en général moins de 8km pour
rejoindre une congrégationeflSEN et al. 2005b)mais peuvent voler jusqu’a 15 km (PEER

1957 JENSENet al.2005b). Ces faux-bourdons vont alors voler a une hauteur de 15 a 60m. La
congrégation peut atteindre un diametre de 60 a 20@mweftet al. 1987) Dés qu’une reine

vierge approche, les males forment une comete derriére elle et entrent en compétition pour la

féconder.

Les congrégations se forment lorsque les conditions météorologiques sont favorables, en fin
de printemps et en été, I’aprés midi (KOENIGER et al. 2005). Ces congrégations apparaissent,
méme en absence de reine vierge, majoritairement dans des espaces dégager (R66)

Elles sont stables sur plusieurs années : en effet, les premiers faux-bourdons émergeants de la
saison savent trouver I’emplacement d’une congrégation aprés 1’hiver (JEAN-PROST 1957)

Les facteurs permettant cette stabilité restent encore inconnus.

Ce mode de reproduction, avec fécondation de la reine vierge a quelgues centaines de metres
de la colonie, posséde un caractére dangereux, a la fois pour la reine mais également pour la
colonie. Il n’est pas improbable que la reine meure au cours de ce vol nuptial (STHLUNS et al.

2005). Il sera alors quasiment impossible plawolonie d’élever une nouvelle reine vierge,

le couvain de femelles diploides étant alors trop agé, et cette colonie sera vouée a la mort. En
effet, méme si avant un essaimage, plusieurs reines vierges sont produites, la reine qui nait la
premicre s’emploie a éliminer ses rivales avant qu’elles aient fini leur développement. Pour

cela, elle les tue en réalisant un orifice sur le coté de la cellule. Si toutes les cellules ne sont
pas détruites, elle se battra jusqu’a la mort de toutes les rivales, la colonie redeviendra donc

monogyne, et la reine vierge ira se faire féconder.

Ce mode de reproduction est donc dangereux, mais il permet notamment un brassage
génetique important. Par ailleurs, en raison de la grande représentation des colonies
environnantes au sein des congrégations de males, leur étude est donc un bon moyen

d’apprécier la diversité génétiquel’4Apis mellifera dans les conditions naturelles.
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3. Diversité

La grande capacité d’adaptation des abeilles mellifeéres leur a permis de se répandre sur de

larges zones géographiques (Europe, Afrique et Moyen-Orient).

De nombreuses sous-espéces, isolées géographiquement (océans, chaines montagneuses,
zones refuges durant les périodes glaciaires), se sont différenciées. Elles sont définies
aujourd’hui avec des caracteéristiques écologiques propre&TRVER 1988 SHEPPARD et al.

1997).

A. La diversité morphologique

Une analyse a été faite par Ruttner et ses collaborateurs sur plus de cinquantecaps e
des échantillons de I’ensemble de 1’aire de répartition de 1’espece. Grace a une quarantaine de

variables morphométriques, 24 saupeces d’abeilles ont été identifiee§RUTTNER 1988).

Ces 24 sous-espéces géographiques éoh confirmées grace a d’autres analyses de
morphométrie puis grace a la biologie moléculaire. Par la suite, deux autres sous-espéces ont
eté identifiées Apis mellifera ruttneri(A. m. ruttner) sur I’ile de Malte (SHEPPARD et al.

1997) etA. m. pomonellau Proche-Orient (&PPARDand MEIXNER 2003).

12



Figure 6: Répartition géographique des 26 seyséces d abeilles en Europe, Moyen Orient
et Afrique et localisation des quatre lignées évolutives A, C, O and M. D’ aprés (RUTTNER
1988).

Une importante structuration morphologique de ces sous-espéces a été observée grace a des
analyses en composantes principales (ACP). Ainsi, trois groupes ont été identifiés (Figure 7),
correspondants a des zones géographiques bien définies. Ces groupes furent nommés M, A et
C, respectivement pour les zones Ouest-Méditerranéenne, Africaine et Nord-Méditerranéenne

(RUTTNER 1988).

Une quatrieme lignée fut identifiée par la suite, regroupant les sous-espéces du Caucase et de

13



la Turquie (RITTNER 1988). Cette derniere lignée O (Orientale) rasserbla. anatoliaca

A. m. caucasicatA. m. pomonell§SHEPPARDand MEIXNER 2003).

Figure 7: Phénogramme tridimensionnel de [’abeille A. melliferaobtenu a partir de mesures
morphométriques et caractérisant les quatre branches évolutives M, A, C et O.

Adan= adansonniAn = anatoliaca Ca= carnica, Cau= caucasicaCe= cecropig

| = iberica, Lam= lamarckii, Lig = ligustica Lit = litorea, Me= mellifera Med= meda

Sahar= sahariensisScu= scutellatg Sic= sicula Syr= syriaca Tell = intermissa

Ye= yemeniticaD ‘aprés (RUTTNER1988)

B. Les données moléculaires

Grace aux avancées technologiques des annéés, 8WDN est devenu plus facilement
exploitable, notamment avec les réactions de PCR.

Différents marqueurs ont ainsi pu étre utilisés pour étudier la diversité génétique des abeilles :
- les marqueurs de I’ADN mitochondrial,
- les marqueurs de I’ADN nucléaire.
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i. ADN mitochondrial (ADNmt)

La mitochondrie est la source majeure d’énergie cellulaire, sous forme d’ATP. Cet organite

est présent chez tous les eucaryotes et résulte d’une endosymbiose d’une alpha-protéobactérie

dans une cellule eucaryote. Chaque cellule eucaryote contient un grand nombre de
mitochondries. L’ADNmt est une molécule circulaire et double brin, sa longueur totale est de

I’ordre de 16 kb (BourRsoT and BONHOMME 1986). L’organisation générale du génome
mitochondrial (taille de la molécule et nombre de genes) semble malgré tout étre conservée au
sein des Métazoaires et ne contiendrait aucun intreoB 1983 CHINNERY and HON

2003). Sa transmission maternelle et son fort taux de mutation (5 a 10 fois plus vite que
I’ADN nucléaire chez ’Homme) en font un excellent marqueur direct et non ambigu de la
généalogie maternelle et de la structuration géographique au sein d’'une espéce, ainsi que des
échanges génétiques entre populations (VILA et al. 1999; ORLANDO et al. 2003; NADERI et al. 2007). Son

étude est de plus facile et peu onéreuse, d’ou son utilisation courante dans I'analyse de la diversité

de nombreuses especes, dont I'abeille (MoORITz et al. 1986; SMITH 1991; GARNERY et al. 1992), voir

entre espece proche (Barecode).

L'utilisation de 'ADNmt a permis de retracer I'histoire évolutive de I'espéce Apis mellifera, (SMITH
1991; GARNERY et al. 1992) (Figure 8). Cette méthode a également confirmé I'existence de 3 lignées
évolutives chez I'abeille, M, A et C (SMITH 1991; GARNERY et al. 1992; GARNERY et al. 1993; ARIAS and

SHEPPARD 2005).

La lignée O n’est pas clairement identifiée avec ce marqueur mitochondrial, ou elle est non

dissociable de la lignée C (Figure 8).

mellifera 1
98 [ Lignée M
L mellifera 2
— CQUCasica € Lignée O
95
ligustica . P
99 v Lignee C
b Carnica
47
monticola
86 |
capensis ) )
80 Lignée A
— adansonii
52
| intermissa
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Figure 8: Phylogénie (Neighbor-joining) des sous-especes de A. melideée sur les
séquences de la région COBII de I’ADNmt. A. ceranaa été utilisée pour raciner l’arbre.
Les lignées évolutives M, C et A (de haut en bas) sont bien diftésedrioprés (CORNUET

et al. 1991).

Le marqueur mitochondrial, malgré ses multiples possibilités, neeperétudier qu’une
facette de la génétique des populations d’abeilles. La phylogénie liée aux molécules
d’ADNmt ne représente que la généalogie des femelles. Les mutations évolutives au niveau
de I’ADN nucléaire peuvent étre associées a la phylogénie mitochondriale mais ne témoignent

pas de la méme histoire évolutive.

ii. ADN nucléaire, margueurs microsatellites
Les marqueurs microsatellites sont abondants dans les génomes (pour la trés grande majorité

des étres vivants), neutres, co-dominants, et surtout trés variables en taille. Ces propriétés en
ont fait un outil majeur en médecine, notamment pour les tests de paternité, et en biologie des
populations, pour évaluer les liens de parenté entre individus.

lls sont constitués de motifs de un a six nucléotides répétés en tandem. Le nombre de
répétition de ces motifs étant variable d’un allele a autre. Le mécanisme le plus
communément admis comme source de la variabilité des microsatellites est le glissement de
polymérase, SSM (Slipped-Strand Mispairing). Lors de la réplication de I'ADN, le brin
synthétisé peut se dissocier du brin matrice. Si cela se produit lors de la synthése d'un
microsatellite, le ré-appariement peut étre décalé a cause du caractere répété de la séquence.
Ce décalage, s'il n'est pas détecté par les enzymes de réparation depfadyue alors la

perte ou le gain d'une ou plusieurs répétitions sur le nouveau brin par rapport a la matrice,
selon que le décalage s'est produit en amont ou en aval de la position de mésappariement
(TAUTZ and SHLOTTERER1994).

Chez I’abeille plus de 500 microsatellites ont été identifiés (ESTOUP et al. 1994 GARNERY et

al. 1998h SoLIGNAC et al.2003b). Ils sont principalement utilisés dans la détermination de la
paternité afin de rechercher les fratries dans une coloriedi®d et al. 2002 CHALINE et al.

2004), ainsi que dans la cartographie génétigoei¢BAC et al.2004 SOLIGNAC et al.2007).

Les trois lignées évolutives M, A et C (identifiG@smorphométrie et avec I’ADNmt) furent
confirmées avec les marqueurs de I’ADN nucléaires (Figure 9) (ESTOuP et al. 1994
WHITFIELD et al.2006b).
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Figure 9: Représentation phylogénétique (Neighbor-joining) des quatre lignées évolutives et
différentes sous-especg@®\. melliferabasée sur les analyses nucléaires. A. cemate

utilisé pour raciner [’arbre. D aprés(WHITFIELD et al. 2006a).
La lignée la plus étudiée avec les marqueurs microsatellites est sans conteste la lignée M

(FRANCK et al.1998h GARNERY et al. 1998k JENSEN et al. 2005a SOLAND-RECKEWEG et al.

2009), avec notamment la mise en évidence de zBhglsridation avec d’autres lignées.

4. Conservationde I’Abeille

La sauvegarde d’especes menacées est un sujet d’actualité. Cette attention particulicre
concerne majoritairement les vertébrés et en particulier les mammiféresNH AYLOR and
MITTERMEIER 200Q ScHERF 2000). Les insectes, qui représentent plus de 50% des animaux
recensés, ne font 1’objet que de peu d’études et d’attention dans le domaine de la
conservation, sauf pour des espéces emblématiques (nombreux papillons) voire pour des

raisons économiques et/ou politiques (passage d’autoroute).
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Parmi ks insectes, I’ Abeille (Apis mellifera Linné 1758) a toutefois tendance a se démarquer.
En effet, avec un rendement annuel de plusieurs milliards de dollusr(ANE and MAYER

2000) son intérét économique n’est plus a discuter.

Les changements d’habitats récents et les introductions faites par ’homme ont mis en contact

des especes proches génétiguement mais isolées géographiquement (allopatriques) de telle
sorte qu’elles n’ont jamais développé de barriere empéchant leur croisement. L hybridation

entre une espece locale et une importée peut avoir des impacts significatifs sur les especes
locales, allant jusqu’a I’extinction de celles-Ci (PERRY et al.2002b).

L’hybridation intraspécifique fait toutefois débat. En effet, au sein d’une méme espece, les
populations partagent un certains nombre d’alléles. Les termes hybridation et introgression

sont généralement utilisés au niveau interspécfiqgue, mais dans le cas présent ils seront utilisés
au niveau intraspécifiqgue, dans la mesure ou les lignées géographiques sont bien marquées
De méme, l'introduction de diversité génétique dans une population sera, en général,

bénéfique et permettra ainsi d’augmenter la valeur sélective de la population.

Cependant, dans le cas de I’Abeille, les sous-especes d’Apis mellifera se distinguent
notamment par leur adaptation a leur environnement respectif. Ainsi, en hybridant différentes
sous-especes, ces adaptations a leurs environnements pourront étre perdues et avoir des
conséquences non négligeables sur les sous-especes considérées. Ces traits de caracteres
d’adaptation a I’environnement ne sont pas toujours facilement détectables. La résistance a de
tres basses températures ou la capacité de voler sur de longues distances de la sus-espece
m. mellifera(Ruttner 2004) ne sont pas des caractéristiqupsori primordiales ou méme
facilement observables. Pourtant ces traits de caracteres font qu’elle est particulierement bien

adaptée au climat tempéré Européen ou les hivers peuvent étre rigoureux.

5. Problématique de la these

Comme de nombreuses especes en Europe, 1’Abeille mellifére subit les actions de
I’agriculture intensive, de I’industrialisation, de I’urbanisme qui ont tendance a fragmenter les

habitats mais aussi a éliminer une partie de la différenciation adaptative. Certaines pratiques
apicoles, telles que la sélection de souches plus productiireportation de reines et la

transhumance des colonies, peuvent entrainer a long terme une homogénéisation de la
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structure géographique de I’espéce, voire la perte des potentialités adaptatives locales
(variants locaux ou formes écotypiques adaptées a un environnement).

Ainsi, la mise en place de grandes zones de monocultures a progressivement modifié les
paysages, diminuant les ressources en pollen aussi bien de maniere quantitative que
gualitative. Les carences qui en résultent peuvent contribuer a affaiblir les colonies et réduire

I’effectif en colonies des populations.

La sélection et la multiplication de souches plus productives peuvent avoir des effets directs
sur les modalités d’évolution des populations. En effet, la sélection de souches améne a

utiliser moins de colonies pour une méme production et donc a diminuer 1’effectif efficace des
populations pouvant amener des populations a évoluer non plus sous le régime de la panmixie
avec adaptation Darwinienne (sélection naturelle), mais sous celui de populations de petits
effectifs (dérive génétique et consanguinité).

Du fait de la complexit@énétique de 1’abeille (socialité, haplo-diploidie, polyandrie, locus
sexuel), la sélection de souche n’a pas progressé de manicre significative. La profession a

donc eu de plus en plus recourt a I’importation de souches réputées plus productives. Ainsi,

depuis les anies 60, plusieurs vagues d’importations ont eu lieu, suivant ainsi des
phénomenes de mode en relation avec la progression des connaissances sur les différentes
sous-especes. Dans un premier temps ce sont les sous-digjpistiea et carnicaqui ont été
importées, suivies dans les années 80 par ’abeille caucasienne (caucasicd ou encore la race

« triple hybride » (fécondation de reines Italo-caucasiennes par des males locaux). Ces
croisements permettaient de doubler la production en dhiak colonie. Plus récemment

encore la race « Buckfast » (multi-hybride sélectionné) appelée aussi « Fagne»Ambnnut

un franc succes.

Ainsi, certaines sous-especes, telles uen. carnicaet A. m. ligustica réputées de grand
intérét pour I’apiculture furent massivement exportées au détriment de sous-espéces locales
commeA. m. melliferalAbAM 1983).En conséquence, de nombreusesulations d’abeilles
noires A. m. melliferamontrent un taux important d’introgression par A. m. ligusticaau
Danemark(JENSENet al. 2005a)kt en France (GRNERY et al. 1998a GARNERY et al. 1998h
PERRIER et al. 2003b) Cette situation peut aller jusqu’a 1’extréme, comme en Allemagne, ou

la sous-espécA. m. melliferaa été completement éradiquée et remplacédé\ par. carnica
(MORITZ 1991).
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Ces différentes souches ont été importées pour des raisons de productivité mais ne sont pas
forcement bien adaptées au climat local. Une des conséquences est que le développement de
la colonie est trop précoce et nécessite le maintien artificiel de la force de la colonie en début
de saison. Ces cal@s d’importation ont également besoin d’un nourrissage hivernal

(période de repos de la colonie) plus important car les populations de ruche sont plus

importantes (sur 6 a 8 cadres) que celle des souches locales (sur 4 ou 5 cadres).

Le remplacement progssif de populations locales d’abeilles adaptées a une flore et un climat
local par des abeilles plus productives n’est pas sans conséquence sur la structure génétique
et I’adaptation des populations locales. Alors que la sélection naturelle aurait due éliminer les
colonies moins adaptées, leur maintien artificiel peut avoir pour conséquence la disparition

des adaptations locales qui se sont mises en place au cours des millénaires.

De plus, I’augmentation des pertes de colonies observées ces dix derniéres années a entrainé
une augmentation du niveau d’importations afin de restaurer les cheptels perdus. Du fait du
manque d’éleveurs de reines d’A. m. mellifera une grande partie des colonies perdues est
remplacée par des abeilles d’importation ce qui a tendance a accélérer la disparition des
abeilles locales. ¥volution au cours du temps de la structure des populations traduit une

tendance a I’augmentation des introgressions liées aux importations (Bertrandet al. soumis.

L’abeille noire, dont 1’aire de répartition s’étend des Pyrénées jusqu’a 1’Oural, possede
néanmoins des caractéres non négligeables pour ’apiculture, tels que la résistance a des
températures basses, la capacité a voler sur de longues distances et a faire de bonnes récoltes
de pollen et propolis (R'TNER et al. 2004). Ces caractéristiques démontrent la rusticité de
cette sous-espece et donc son intérét a la fois en apiculture et également dans des mogramme
de conservation.

Qudles que soient les causes des pertes de colonies en Europe, la situation de 1’Abeille noire

est tres préoccupante et risque de basculer rapidement vers une disparition compléete de la
sous-espece.

Des conservatoires de 1’ Abeille noire ont été initiés en Europe, soit par élevage de reines, soit

en installant des zones protégées comme en Norvege (Flekkefjord), au Danemark (ile de
Laso) et en France (ile d’Ouessant). L objectif des conservatoires génétiques est de conserver

la diversité des populations d'abeilles noires soit pour utiliser ces abeilles en race pure, soit
pour la formation d'hybrides de qualité. lls ont pour principal objectif de maintenir un niveau

de variabilité en relation avec 1’adaptation des populations a leur environnement. IS doivent

20



€émulement constituer des réservoirs de genes (actuels et futurs) qui pourront s’avérer utiles, a

long terme, pour la profession (sélection de caracteres d’intérét, tels que la résistance a

certaines maladies, ou la production de miel). Des conservatoires furent également initiés
dans des régions présentant des populations écotypiques, c'est-a-dire des zones ayant des
spécificités écologiques liées a leur environnement, ce qui exclut les zones d’agriculture

intensive ou de forte urbanisation. Ainsi, la plupdes conservatoires de 1’abeille noire

Européenne sont inclus dans des parcs régionaux ou nationaux.

6. Objectifs de ’étude

Bien que des niveaux d’introgression importants aient été observés dans de nombreuses

régions francaises (Figure 10), certaines populations se sont révélées compatibles avec la mise
en place de conservatoires génétiques (rapport FEAGA, 2007-2008). Les criteres de
compatibilité retenus pour 1’installation de ces structures conservatoires prennent en compte

soit un niveau d’introgression génétique faible (région Nord et Nord Ouest de la France), soit
une particularité génétique des populations (Sud Est, Savoie et Corse), liée a leur histoire
évolutive, qui a contribué a mettre en place des combinaisons de genes originales
(introgressions naturelles). Ces combinaisons pourraient se révéler intéressantes pour

comprendre 1’adaptation de populations locales (écotypiques).
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Figure 10: Niveaux d’introgressions mitochondriales des populations frangaises (FEAGA,
2007-2008). Les haplotypes locaux de la lignée M sont en rouge, les haplotypes importés des
lignées C, A et Z (sous populations de la lignée Orientale) sont respectivement en bleu, jaune

et vert.

Les conservatoires de I’Abeille NoireA. m. melliferaactuels ont été mis en place et sont gérés
par des associations locales d’apiculteurs. Ceux-ci se basent sur des critéres morphologiques

et morphométriques pour caractériser leurs colonies. Ces approches ont I’avantage d’étre

rapides, trés peu onéreuses et réalisables par des non scientifiques. Toutefois, elles ne
permettent pas une caractérisation précise des colonies ou de la structure de la population
conservatoire.

Les méthodes de conservation mises en place ne sont pas homogénes et présentent parfois
certaines faiblesses. En particuliétipproche appliquée de la conservation est trop souvent

géréea I’échelle de la colonie ou du rucher sans tenir compte de la structure populationnelle

ni de la biologie de la reproduction de cette espece.
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De plus, il n’existe a ce jour aucun protocole de caractérisation de la population d’abeilles au

départ ni pouta mise en place de conservatoire concernant une sous espéce d’abeille.

Le premier objectif de cette étude a constat€analyse de la structure génétique de 5
conservatoires en FranceegtBelgique (Belgique, Cévennes, Ouessant, Savoie, et Vendée).
En paralléle, une population conservatoire a été initieée en 2008 en région lle-de-France. Cette
structure pilote a été mise en place afin de proposer et tester un protocole de mise en place et
desuivi de la structure de la population. Cette population conservatoire fait 1’objet d’un suivi
scientifique afin de déterminer les parametres de conservation (taille de population, flux de
génes), d’estimer les risques d’introgression et de tester I’efficacité des actions de

conservation.

Ce protocole implique dans un premier temps une étude d’impact visant a caractériser la

structure génétique (mitochondriale et nucléaire) de la population. Il implique donc une
analyse de la diversité génétique allantadepulation a I’individu. La caractérisation a

I’échelle des colonies permettra de mieux comprendre leur structure génétique grace,
notamment, a des marqueurs nucléaires.

Ainsi, chaque colonie sera caractérisée par son niveau de variabilité, son niveau
d’introgression propre, li€¢ non seulement a la lignée maternelle mais également a la lignée
paternelle, grace a 1’étude des différentes fratries. Cette étude a 1’échelle de la colonie, au

regard des males fécondants les reines, renseigne sur la diversité génétique locale, qui
pourrait, dans un cas d’isolement géographique trop prononcé, étre tres faible et donc
problématique.

Enfin, cette étude a également pour objectif de mieux comprendre le comportement
reproducteur de 1’Abeille, a travers I’analyse d’une congrégation de males, suivie sur trois
années consécutives.

Cette congrégation de males a été identifiée au sein du Conservatoire de I’ Abeille Noire d’Ile-
de-France (CANIF). Par cette analyse, nous avons obtenu des informations cruciales
concernant le suivi du conservatoire telles gugveau d’introgression de la congrégation et

I’estimation des flux de génes provenant de colonies extérieures au conservatoire.

Ces paramétres sont essentiels afin de réaliser des simulations de scenarios d’évolution de la

population conservatoire permettant d’envisager différents protocoles de conservation. Enfin,
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de maniére moins importante, nous avons obtenu une estimation des impacts, liés a la gestion

du conservatoire, sur la structure génétique de la congrégation.
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PARTIE 1

Diversité génétigue et introgression de

conservatoires dApis mellifera melliferaen

Europe
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Introduction

Les insectes représentent plus de 50% des especes actuellement connues. lls sont essentiels a
la plupart des @systémes terrestres mais également aquatiques. Parmi les insectes, 1’un des

plus grand groupe de pollinisateurs est représenté par la familkgpattse.Cette famille est

apparue au cours du Crétacé, il y a plus de 65 millions d’années et comprend quelques 20000

espéeces (Michener 2000). Avec un rendement annuel de plus de 10 milliards de dollars, leur

intérét économique n’est plus a confirmer (Delaplane and Mayer 2000).

Les abeilles appartenant a cette famille subissent, comme ’ensemble de la biodiversit€, un
déclin de populations depuis les derniéres décennies (vanEngelsdorp 2009). Plusieurs facteurs
ont été proposés pour expliquer ce déclin généralisé : la surexploitation, les changements

climatiques, la pollution, les pesticides et I’introduction d’espéces invasives.

L’Abeille Mellifere Apis mellifera est trés largement répandue et diversifiée en Occident.

Elle comprend au moins 26 sous-especes caractérisées selon des criteres morphométriques et
moléculaires (Ruttner 1988, Sheppard and Meixner 2003). Ces sous-especes sont réparties en
quatre lignées évolutives : la lignée Ouest-Méditerranéenne (M), la lignée Africainia (A),
lignée Nord-Méditerranéenne (C) et la lignée Orientale (O) (Ruttner 1978, Bbag2005,
Garneryet al. 1992, 1998a, 1998b, Franekal.2000).

La lignée Ouest-Méditerranéenne est composée de deux sous-espéecapisiontllifera
mellifera (A. m. mellifera également connue sous le nom d’Abeille Noire. Son aire de
répartition naturelle, le plus large actuellement identifié parmi les abeilles, va des Pyrénées a
I’Oural (Ruttner 1988). Cette large distribution suggere une forte capacité d’adaptation aux
différents climats et changements environnementaux ainsi qu’aux biotopes spécifiques
(Garneryet al. 1992, Jensent al. 2005a).L’ Abeille Noire posséde donc des caractéristiques

qui font de cette sous-espéece la plus adaptée au climat nord-européen.

Au cours des dernieres décennies, pour palier au déclin de populations d’abeilles a travers
I’Europe, des apiculteurs auraient importé des colonies allochtones. Les populations natives
d’A. m. melliferafurent davantage réduites due a 1’hybridation avec ses colonies de sous-
especes non locales (Garnetyal. 1998, Franclet al. 2000, De la Ruat al. 2002, Jenseat

al. 2005a).
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Des conservatoires se sont progressivement mis en place en Europe. lls consistent
principalement en des stations de fécondation ou les différents partenaires sont sélectionnés
selon des caractéristiques morphologiques. Et il n’est pas rare que ces stations soient
relativement isolées géographiquement (sur des iles ou des vallées). Toutefois, I’isolement
géographique n’est pas toujours compatible avec la conservation (conservation de biotopes
notamment) et peut méme s’avérer désavantageux si ’effectif des populations est trop

restreint.

Au cours de cette étude, nous avons étudi€ six conservatoires européens, isolés (sur 1’ile
d’Ouessant) ou non, mis en place dans des zones de forte apiculture professionnelle (en
Vendée) ou dans des zones de contacte naturel entre lignées M et C (en Savoie). Ainsi, nous
avons regardé les différents niveaux d’introgression de chaque conservatoire potentiel puis
leur diversité génétique pour pouvoir, ou non, les valider comme conservatoire d’A. m.

mellifera
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Conclusion

Les conservatoiseétudiés présentent de manicre générale, a I’exception de 1’ile d’Ouessant,

un niveau d’introgression d’au moins 10% d’alleles importés. En considérant le nombre de

locus introgressés par individu et par conservatoire, il apparait clairement que 1’hybridation

entre les sous-espéces de lignées M et C sont anciennes et ne concernent plus Igdusl. Les
haut taux d’introgression sont trouvés dans les zones ou I’apiculture professionnelle est
importante, comme en Vendée, et ou les lignées M et C sont naturellement en contact, comme

en Savoie.

Toutefois, ces différents conservatoires, malgré la présence d’introgression, se placent dans

les branches de la lignée M, proches de populations de référence de cette mémErdignée.
considérant donc, que les populaticiiudiées présentent plus de 80% d’alléles d’A. m.
mellifera elles représentent un bon point de départ dans la conservation de 1’ Abeille Noire. Il

faut maintenant limiter au maximum 1’importation de colonies de sous-espeéces non locales

afin de conservete faible taux d’introgression.

Il faut aussi considérer la possibilité de conservEadaptation locale », c'est-a-dire que les
colonies les mieux adaptées a leur environnement seront naturellement plus sélectionnées
(sélection Darwinienne). Dans ce &galement ce faible taux d’introgression ne pose pas de

probléme pour la conservation, et les populations considérées dans cette étude peuvent donc

servir a la mise en place de conservatoires.

Néanmoins, il ressort de cette étude que des populations ¢abeslles noires existent

encore en France, comme sur I’ile d’Ouessant. Leur diversit¢ génétique est, cependant,
beaucoup trop faible pour pouvoir envisager une conservation de la sous-espéece sur le long
terme. Ainsi, méme si les conservatoires isolés semblent, en théorie, étre la meilleure
alternative, la présente étude démontre les risques encourus suite a cette isolation. Pour sauver
la population d’Ouessant, mise en place a partir de seulement 50 colonies différentes, il

faudrait identifier d’autres populations pures d’A. m. melliferaafin d’apporter la diversité

génétique suffisante pour palier a I’effet de fondation de cette population.

Cette étude est donc en accord avec celles réalisées précédemment (Gaahel998b,
Jenseret al 2005a, Soland-Rekewesy al 2009). La situation de 1’Abeille Noire est trés

préoccupante en Europe, a cause notamment de I’introgression que subissent les populations
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locales. Il est donc urgent d’envisager des mesures afin de limiter les imports de colonies

allochtones afin de préserver au maximum cette sous-espéce.
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Introduction

In the whole world, among all taxa, biodiversity is tragically declining, and unless
conservation programs are promptly initiated, most of the species diversity may soon be lost
forever. Since the beginning of the eighties, about 30% of vertebrate populations are
decreasing, and 6% of mammals, birds, amphibians and corals populations have been added
to the Red List Indicator (BrcHART et al.2010).

Recent habitat changes and/or human-mediated introductions sometimes put in contact
closely related but naturally allopatric species. Those species have not developed reproduction
barriers, so they are able to hybridize with one another. The impact of hybridization between
native and introduced species can be of major importance, and may lead to loss of native
diversity (FERRY et al.2002a).

These observations have mostly been made on vertebrates like American black ducks, bull
trout, grey wolves or the very interesting case of red wolves which could be hybrids between
grey wolves and coyotes €hRY et al. 1993 MANK et al.2004 LEONARD and WAYNE 2008).

But, it is also the case for invertebratesKRY et al.2002a).

Insects represent more than 50% of the known species. They are essential to most terrestrial
and even some aquatic ecosystems. Among ins&pitdaeis the most important group of
pollinators. They arose in the early to mid-Cretaceous approximately 140 to 110 Mya (million
years ago) and comprise nearly 20 000 described speciesgiMR 2000). Because they are

the most important wild and managed agricultural pollinatorgifKet al. 2007 KREMEN et

al. 2007), they are of very high economic importance: they are estimated to represent more
than 10 billion dollars per year @DAPLANE and MAYER 2000).

As a global trend of biodiversity, honeybees have been observed to decline in the past few
years (BESMEIJER et al. 2006 VANENGELSDORP et al. 2009). Several factors have been
proposed to explain the declines in bee populations: habitat fragmentation, overexploitation,

climate changes, pollution and introduced species.

The western honeybeApis mellifera,is widely spread and diversified and comprises at least
26 allopatric subspecies based on morphometrical and molecular analysisi€ER 1988
SHEPPARD and MeIXNER 2003). These subspecies are clustered in four evolutionary lineages,
the West-Mediterranean (M), the African (A), the North-Mediterranean (C) and the Oriental
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(O) lineages (BTNER et al. 1978 GARNERY et al. 1992 GARNERY et al. 19980 GARNERY et

al. 1998a FRANCK et al.2000h BouGa et al.2005).

The West-Mediterranean lineage is represented by two subsp&giesnellifera iberica(A.

m. ibericgd and the black honeybekpis mellifera mellifera(A. m. mellifery, which isthe

most widely distributed over Europe, from the Pyrenees to Urafriti&er 1988). The
distribution of this subspecies suggests a high potential of adaptation to changing
environments and to specific biotopesaRBERY et al. 1992 JENSEN et al. 2005a).A. m.
melliferahas, therefore, characteristics that make it more suitable than any other subspecies to
the climate of North-Western Europe.

Over the last decades, to face the decline of honeybee populations through Europe,
beekeepers have sometimes imported non local subspecies, leading to the homogenization of
the native A. m. melliferapopulations (BRNERY et al. 1998 GARNERY et al. 1998a

FRANCK et al.2000a DE LA RuA et al.2002 JENSENet al.2005a) and to genome admixtures
between these naturally well differentiated subspecies.

Non local subspecies, lik&. m. ligusticaor A. m. carnica both corresponding to C lineage
subspecies, but also hybrids strains, like Buckfast bees (hybrid between M and C lineages
created by the beekeeper Brother Adam) were chosen because of their greater honey
production, quicker spring build up, lower swarming tendency and lower defensiveness
(RUTTNER 1988). Another reason to these importations is that allochtone queens are cheaper
and more easily available.

Importations led to hybridization between the different subspecies, leading to introgression of
A. m. melliferagenome by mosth. m. ligusticaeandA. m. carnicaalleles.

Conservation ofA. m. melliferais therefore important for conserving the European native
biodiversity, but also to produce hybrid bees with interesting apicultural properties. These
strains have been imported for productivity reasons but are not always well adapted to the
local climate. Therefore, the development of the colonies occurs too early during the season
and obliges the beekeeper to an artificial feeding. This specific attention is also needed during
winter because of a more important consumption due to bigger populations at that time of

year.

To put up with the loss oA.m. melliferacolonies, different black honeybee conservation
centers have been started all over Europe (SICAMM Conference, 2012). Most of these
conservation centers are based on breeding programs, which rely on mating apiaries. In
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mating apiaries, the production of specific drones is controlled by the selection of colonies
according to their haplotypes (or specific traits). The honeybees mating system is
characterized by drone congregation areas (DCA) that are visited by drones from many closes
by colonies (BUDRY et al. 1998 KOENIGER et al. 2005). So if a higher number of pure
drones is produced in the mating apiary, a higher percentage of them will also be found in the
DCA. Then, the probability of a virgin queen to be fertilized by pure drones, compared to
drones of surrounding populations, is enhanced.

It is very common for such mating apiaries to be isolated on islands or mountain valleys
(NEUMANN and MbRrITz 200Q JENSEN et al. 2005b). But conservation centers have also been

set up according to ecological traits, such as ecotypes or natural areas of admixture between

different subspecies. In this case, the isolation is therefore, not possible.

In this study, we analyzed six European conservation centers. Ouessant Island is a typical
isolated mating apiary. The Vendee center is close enough to the Landes to be considered as
having an ecotypic preference. The Savoie center is located in a contact zone between
lineages M and C. Finally, Cevennes and Belgium conservation centers show low level of
introgression in the surrounding population®RSERY et al. 1998k GARNERY et al. 1998a)

and are located in regions where no professional beekeeper is established.

The aim of this study is therefore in the first part to quantify the amount of introgression in six
different putative European conservation centers. The second part focuses on the genetic
diversity in each location in order to eventually validate their efficiency as conservation

centers.

Materials and methods

Because of the very specific mating system of honeybees, in which virgin queens mate with
drones in congregation areas (DCA), we chose to base our study on drone samples. Up to
25 000 drones aggregate in a DCAER JR and METCALF 1982). They preferentially join the
closest DCA (KENIGER et d. 2005), but partners have been observed to mate in up to 16km
distance (BER 1957). DCA are thus considered as panmictic unitspRY et al. 1998) and

represent the local diversity at best.
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However DCA are not easy to detect and when detected, it is again difficult to sample drones
because of the meteorological conditions. So when sampling directly in the DCA was not
possible, we genotyped fathering drones of different colonies in each conservation center.

Sampling and DNA extraction

Direct sampling

In the lledeFrance region, a DCA was detected less than 1km away from the experimental
apiary of the conservation center.
In 2010, 183 drones were captured using a helium-filled balloon and pheromone (9-ODA)

drone trap, built following (W.LIAMS 1987).

Indirect sampling

Samples were taken in 2010, for five conservation centers, from established colonies where
the queens mated in the considered area. Three to four colonies were sampled in each
conservation center (Figure 1)

For each colony, 48 workers were analyzed. When the number of fathering drones was really
low, 48 supplementary workers were analyzed. For one colony, only 32 workers were
analyzed because of the weakness of the colony. A total of 1040 workers were analyzed.

The genotypes of the queen and the fathering drones were estimated from the genotypes of the
workers, using the program Colony 1.2 AM& 2004). The program analyzes haplo-diploid
systems based on the expression of codominant genetic markers, such as DNA microsatellites.
It calculates the probabilities of all possible queen genotypes, based on the observed allele
frequencies in the population. For each locus, the genotype may be determined
unambiguously or there may be different possibilities. When multiple genotypes were
proposed, we chose the one where the probabilities were above 80%. Individuals sampled
from a single generation of a population were assigned into full-sibling families. The number

of full-sibling families corresponds to the number of partners that mated with the queen.

DNA extraction

All bees were stored in 90% ethanol until processing to DNA extraction from the head. Drone
DNA was extracted with a phenol-chloroform extraction, followed by ethanol precipitation
(KOoCcHER et al. 1989a), modified by (&RNERY et al. 1993)). Worker DNA was extracted
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using a 10% Chelex protocol AAsH et al. 1991). The Chelex method was used because it is
much faster than the phenol-chloroform one. It is therefore well adapted for the great number

of workers analyzed.
Microsatellite analysis

DNA samples were amplified using multiplex PCR reaction with 14 microsatellite loci: A7,
A28, A113, A43, A88, Ap43, Ap55, Ap8l, B24, Ap36, Ap66, Ap33, A8 and B124 (Estoup et

al., 1995; Franck et al., 2001; Solignatal. 2003). These 14 loci are considered to be
independent from one another: most of them are on separate chromosomes, the smallest
distance between markers on the same chromosome is 20 cM (Ap36 and Ap 66; and Ap55
and A43).

PCR was carried out in a total volume of 10 pL, containing 5 pL of the Platinum Multiplex
2X PCR Master mix (Applied Biosystems), 1.0 pL of 10X primer mix and 1.0 pL of DNA
extract with 30 amplification cycles in conditions defined by the provider. PCR products were
visualized by capillary electrophoresis (Applied Biosystems 3130) and sized with the internal
size-standard ROX from Applied Biosystems. Fragments were scored with the software
GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems).

Population genetic analysis

Genotypes of 404 drones were obtained, including the 183 drones that were sampled in the
DCA.

Tests for population differentiation and pairwise Fst indices between conservation centers
were performed using the software GenePopr{lOND and RoussSeT1995). To calculate the
effective number of alleles per locus and population the software GenAl2xAIR. and
SMousE 2006) was used. We chose to analyze the effective number of alleles to avoid any

sampling bias. It was calculated as follow:

Ne = 1;2;:;‘2

where pi is the allelic frequencies for the population.
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Between conservation centers, the comparison of effective number alleles was performed
using a Kruskall-Walis test. Pairwise tests were further applied using the Mann-Whitney-
Wilcoxon procedure. To reduce the likelihood of type | errors among multiple tests a

Benjamini and Hochberg correction was appliedNB\WMINI and FOCHBERG 1995).

Genetic relationships between conservation centers and reference populations

A neighbor-joining tree was built with Populations 1.2.32 softwareN@ELLA 1999) using
Cavalli-Sforza and Edwards’ standard distances (CAVALLI -SFORZA and EDWARDS 1967a)
Bootstrap over individuals was performed using 2000 replicates. Trees were edited with
Treeview v32 (RGE 1996).

The genetic structure among the populations was further evaluated using the program
Structure 2.0 (kLUSH et al.2003). Simulations were run for all samples simultaneously using
500,000 burn-in steps and MCMC (Markov Chain Monte Carlo algorithm) steps. The true
number of clustersk() was defined using the value of AK as described in (EVANNO et al.

2005). Dispersal of the data set was also evaluated with a Principal Components Analysis
(PCA) using R software v2.14.1 fRVELOPMENT 2011).

Introgression level estimation

The level of introgression into each conservation centre population was investigated using
four populations of the C lineage as references (Table 1). These populations belomg. to
ligustica A. m. carnica A. m. cecropiaand A. m. macedonicaubspecies. They were
previously characterized using a morphometrical analysis and their lineage was confirmed
with mitochondrial DNA marker (http://Apiclass.mnhn.fr). The frequency of introgressed
alleles was estimated for twelve loci, for which one or several alleles seem to be diagnostic
between M and C lineagesAR\ERY et al.1998b) (Garnery, personnal communication).

The proportion of introgressed alleles (IR) in each conservation center was calculated as in
(GARNERY et al.1998b), by locus:

2iep i

IR =

where D is the set of diagnostic alleles at the locus, pi and gi are the allelic frequencies

respectively in the tested and in the reference populations.
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The diagnostic alleles were identified when comparing the allele frequencies at a specific
locus, between C and M lineage populations. When a C haplotype population hdd a hig
frequency of one allele at a given locus, it was compared to M haplotype populations. This
allele was called “putative diagnostic” if its frequency was low in the M haplotype
populations.

To investigate whether the hybridization was recent or not, we estimated the number of loci
exhibiting diagnostic alleles in each individual from each conservation center (Figure 2).

To see whether a particular subspecies was involved in the introgression, a Neighbor-Joining
tree was built including present study samples and reference populations described in
(PERRIER €t al.2003a). These populations are: Nord-Pas-de-Caais ( mellifera for the M
lineage, Chalkidiki A. m. macedoniga Forli (A. m. ligustica, Argos @A. m. cecropiaand
Slovenia A. m. carnica for the C lineage, Thilissi and Erevafl. (m. caucasicafor the O
lineage and Al-HoceimaA( m. majoj for the A lineage. The procedure for tree building is

the same as described above.

So far, no program is available to calculate distances between haploid (drone from the
different conservation centers) and diploid populations (reference populations). To do so, the
haploid samples were transformed in diploid homozygotes. The already diploid samples from
the reference populations were doubled in order to limit the sampling bias resulting from this

artificial diploidisation.

Results

Population structure of the conservation centers

The effective number of alleles over the 14 studied loci for the different conservation centers
is presented in Figure 3.

Sample sizes were 26 in Ouessant, 35 in Vendee, 40 in Savoie, 51 in Cevennes, 69 in Belgium
and 183 in lle-de-France. The bias induced by the different sample sizes in each population
was avoided by considering the effective number of alleles: mean effective number of allele is
about 2 in 5 out of the 6 conservation centers analyzed. The more contrasting result is

observed in Ouessant where only 1.83 effective allele is observed. This difference is however
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not significant (0.179 < Mann-Whitney-Wilcoxon P-value < 0.220 after Benjamini and
Hochberg correction for multiple testing). The lower diversity of Ouessant sample may
nevertheless reflect a real biological depletion as this conservation center was initiated from

few colonies and is completely isolated.

Populations from the different conservation centers were identified as significantly different
(Fisher’s exact test P-value<0.05). Beside this overall differentiation, all pairwise
differentiations between populations were also significant although multilocus Fst values
were mostly small (Table 2). The Fst values indicate a slightly higher genetic proximity
between Vendee and lle-de-France populations (Fst = 0.019), then Cevennes and Belgium
also appear close to Vendee anddésrance populations (Fst about 0.025). Ouessant is the
most divergent population (0.09<Fst<0.15), and Savoie is as distant of Ouessant as of any
other populations (0.04<Fst<0.05).

However, when using the program Structure and applying the method provided by Evanno

al. (2005), the highest probabiblity was detected when a model assuming only one cluster was
set (K=1).

When considering a set of two clusters (K=2) or more, the affectation of a sample to a
particular group seems random. The bar plots associated indicate that samples could not be
attributed to a single cluster but rather belong to different clusters with similar probability.

This observation was confirmed by a Principal Components Analysis, which shows one
cluster and a few samples that differ from it (Figure 4). Furthermore, the variation depicted by

the first two dimensions was only 24%, underlining the weakness of any structur

The unrooted neighbor-joining tree based on the Ca¥vfitiza’s distances between the six
conservation centers (Figure 5) shows results consistent with the Fst analysis. Ouessant is
differentiated from the other conservation centers. Then, Vendee asheiHlance are closer

to one another than to any other population. Furthermore, the terminal branches leading to
population samples are far longer than internal branches of the tree, supporting the low level

of structure, even too low to be detected with Structure or PCA analysis.

Introgression
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Considering the 33 diagnostic alleles between M and C lineages (Table 1), the proportion of
alleles showing introgression was estimated by population (for each of the conservation
centers).

Table 3 shows the level of introgression, either by the C lineage in general, or by one of the
four different subspecies known to be often used in beekeeping practices. So the main
introgression level observed is frofn m. ligustica followed by A. m. carnica.Congruent

with this observation, those two subspecies are the most used by beekeepers, and the most
imported subspecies through EuropeAKAUSEN-KELLER and KELLER 1994 GARNERY et

al. 1998h GARNERY et al. 1998a JENSENet al.2005a).

The population of Ouessant shows no introgression at all. The level of introgression by C
lineage alleles in the five other conservation centers varies from 9% (in Cevennes) to 20% (in
Vendee). The proportions of introgression considering the different subspecies are indeed
different (Kruskal-Wallis test, p<0.005 for each population, data not shown).

Considering the number of loci showing introgression in each individual of the different
populations (Figure 2), the overall introgression level can be linked with the number of
introgressed loci. The samples of the Cevennes population, which shows the lower level of
introgression (after Ouessant), present introgression mostly on one locus. Whereas with a
higher level of introgression, the samples of the Vendee population show introgression mostly
on one to three loci but also on eleven and twelve loci for some samples. This bimodal
distribution suggests recent events of hybridization with imported bees from C lineages. The
level of introgression of Belgian and lle-de-France populations seems to be quite close. The
difference between those two conservation centers could be explained by conservation
measures in place in Belgium; more likely, the impact of the number of loci studied, and the

pre-existing introgression level for each conservation center should be considered.

The unrooted Neighbor joining tree based on the Cavalli-Sforza distances between
populations shows that the six conservation centers are closer to the population taken as
reference for the M lineage than to any other population (Figure 6). The populations from lle-
de-France, Vendee, Cevennes and Belgium are the closest ones. Then, they cluster with
Savoie population and finally with Ouessant.

None of these six conservation centers are close to a C lineage population or even a hybrid
Buckfast population.
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Discussion

The six conservation centers analyzed show a low level of differentiation. Despite significant
Fisher’s exact test for population differentiation, the Fst values are small. This differentiation

is so small that it is not seen on the Principal Components Analysis (Figure 4).

But a differentiation was observed between isolated and non-isolated conservation centers.
Ouessant Island is, indeed, the most distant population considered (Figures 5 and 6). This
could be explained by a possible foundation event in the Ouessant population, where traits
might have naturally been selected by inbreeding because of the isolation and now defined

this population.

Among the six conservation centers studied, five have the same level of diversity (Figure 3).
The case of Ouessant is really interesting. In this study, it appears clearly that in this
conservation center, the level of allelic diversity is lower than any other one. This foundation
event is likely due to the low number of colonies with which the conservation center was
initiated (50 colonies). Even if the population size grows, the genetic diversity will stay at the
same level or worse will decrease. The idea of genetic diversity decreasing is evger stron
when considering the fact that some colonies may have been selected over others for specific
beekeeping traits. Indeed, the haplotypes found on the island have changed according to two
different studies made in 1998 and 2004 (Gare¢l 1998a, Bertrandt al submitted).

Even if an isolated conservation center seems to be an ideal situatiseN&t al. 2005h
SOLAND-RECKEWEG et al. 2009), it could be a real disadvantage for long-term conservation
programs. Isolated populations (by mountains, large water-bodies, geographical distances,
human activities...) are more at risk of extinction than non-isolated (DwIES et al. 2000).

They are more subject to inbreeding depression, which, by redistributing the genotype
frequencies, increase the homozygosiengitH and WALSH 1998). One hypothesis to explain

the inbreeding depression with an increase of homozygosis was that the homozygote state
could increase the expression of deleterious recessisgiKand WALLER 2002). In small
populations, it results in a decrease of the genetic diversity, leading to a higher difficulty for
populations to evolve in response to constant environmental changes.

The lack of genetic diversity could be concerning in the future, leading to an increase in the

production of diploid drones, or even population extinction if the proportion of diploid drones
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is too high (AYED and RACKER 2005). Moreover, the loss of genetic diversity in small
population decreases the evolutionary potentials. It has been shown that inbreeding depression
(reduction of fitness) caused a reduction of 33% of the survivors of captive mammal offspring
(FRANKHAM and RALLS 1998), and of 23% to 53% in plant specie€l(cR and WALLER

2002). So far, no conservation center with low level of genetic diversity has been identified
not to suffer from inbreeding depression (low level of female fecundity...).

To limit the loss of genetic diversity in such isolated populations, outbreeding should be
considered. The Ouessant conservation center is typically a case where population mixing is
required to restore genetic health. Honeybee populations that will be outbred must be as
genetically and adaptively similar as possible. So, “pure” A. m. melliferapopulations have to

be identified in order to save the Ouessant conservation center. Nevertheless, as one isolated
population will show low level of genetic diversity, and a variation typical of its geographical
habitat, its usefulness to set up conservation centers may be limited. However, if other
isolatedA. m. melliferapopulations are identified, more diverse conservation centers could be
generated by inbreeding honeybees from different isolated places. Each isolated population is,

indeed likely to preserve distinct subsets of alleles.

Previous study on mitochondrial DNA was performed on three to four colonies of each
conservation center. The colonies of Savoie, Cevennes and Ouessant are of M lineage,
Vendee colonies are 50% M lineage and 50% C lineage and Belgium colonies are 25% of M
lineage and 75% of C lineage.

The high level of nuclear introgression compared to the mitochondrial one in the Savoie
population might be due to long term equilibrium in a natural zone of contact between M and
C lineages (@GRNERY et al.1998b).

The lle-de-France conservation center shows similar level of mitochondrial and nuclear
introgressions, about 20% &BTRAND et al. submitted). This could be due to a massive
importation over a short period of timeARNERY et al.1998b).

In the Belgian conservation center, the difference between mitochondrial and nuclear
introgression could reflect a strong mitochondrial gene flow due to swarms escaping from
professional apiaries. But, the escaped queens were inseminated in the DCA close enough to
the conservation center, so that we can consider mating drones to be local. This result should
be considered with caution due to the low number of colonies studied (mitochondrial
analyses).
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It is therefore, really important to analyze the surrounding populations of each conservation
center. Those surrounding populations have to be genetically characterized. The beekeeping
practices (like colony importations or swarming frequencies) also have to be well known, so
the level of introgression and the risk for the conservation centers could be estimated, even if

mating distances in honeybee are still not well documented.

The level of introgression of some populations found in the present study seems to have
increased compared to the one observed either by Gaehexly (1998a) or Perrieet al

(2003). Indeed, Garnergt al (1998a) found about 3% of introgression in the Landes
population (assimilated to the Vendee population in the present study), and Eealer
(2003) found about 15% of introgression for the same population. In this study, the Vendee
population shows about 20% of introgression. The same observations were made for Belgia
and Savoie populations (6% to 11% and 8% to 17%, respectively). This could be the
consequence of quite recent non local queen importations by beekeepers who are known to
prefer the presume honey production superiority of C lineage colonies.

According tothis study, “pure” A. m. melliferapopulations still exist in France, as in the
island of Ouessant. But introgression of C lineage occurred in many areas.

The estimation of introgression was done following Garmrgl (1998a). Because the real
introgressing population was not identified, we used the allele frequencies of four different
reference populations from the C lineage, corresponding to four subspeargscq,
cecropia, macedonicand ligustica). But as only four different populations were used to
identify diagnostic alleles, it is likely that the level of introgression is either underestimated,
or overestimated in the populations. Some diagnostic alleles may have not been yet identified
because only a few number of reference populations were analyzed, possibly leading to an
underestimation of the level of introgression. However, random mutations may have occurred
in pure M population leading to a misinterpretation concerning it lineage.

However, all diagnostic alleles represent around 80% of the diversity in the C subspecies and

over the 12 loci analyzed. Consequently, this approach tends to minimize these biases.

The question of whether the conservation centers analyzed in the present study are pure
enough could be asked. There is no specific answer to such a question. We support the
statement of (ALENDORF et al.2001), that choosing specific management programs are more
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important than defining the exact proportion of admixture acceptable. No indication about the
diversity of A. m. melliferabefore any importation is yet available. So, conservation centers
that branched with reference populations of M lineage (Figure 6), with about 80% to 90% of
A. m. melliferaalleles are a good start for management programs. Furthermore, the markers
used in this study are neutral ones. They show every kind of neutral introgression.
Indentifying specific genes of local adaptation, and so with traits characteristfs rof
mellifera will allow a better estimation of the level of non local introgression. It would be
interesting to study the impact of natural selection on these genes related to local adaptation.
The number of purd. m. melliferapopulations is so small that little hybridized populations
are of great value for conservation and restoration. But importation of non-local queens or
colonies must be stopped in order to keep this hybridization at a low level. The status.of
mellifera subspecies is for many reasons, very concerning. The remaining “pure populations”

should be given the status of endangered subspecies.
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Tables

Table 1: Diagnostic allele frequencies in reference populations

46

Diagnostic alleles frequency in reference populations

Locus| Diagnostic Alleles|macedonica |cecropia |carnica |ligustica| C lineage
A43 127 0,083 NA 0,082 0,1
A43 141 0,85 0,816 0,731 0,633
0,933 0,816 0,813 0,733 0,82
A88 152 0,133 0,51 0,066 0,067
A88 154 0,6 0,408 0,835 0,9
0,733 0,918 0,901 0,967 0,89
B24 106 0,467 0,245 0,462 0,35
B24 108 0,517 0,735 0,423 0,517
0,983 0,98 0,885 | 0,867 0,92
A8 158 0,35 0,184 0,011 NA
A8 160 0,333 0,592 0,571 0,233
A8 162 0,117 0,092 0,104 0,5
A8 164 0,083 0,071 0,198 0,117
A8 166 0,017 0,01 0,022 NA
0,9 0,949 0,907 0,85 0,908
A113 214 0,767 0,827 0,736 0,317
0,767 0,827 0,736 0,317 0,7
AP43 143 0,267 0,224 0,352 0,05
AP43 145 0,45 0,367 0,434 0,617
AP43 147 0,05 0,082 0,082 0,15
0,767 0,673 0,868 0,817 0,798
A28 138 0,883 0,929 0,857 0,967
0,883 0,929 0,857 0,967 0,895
A7 116 0,517 0,633 0,445 0,15
A7 118 0,133 0,184 0,192 0,267
A7 120 0,017 NA 0,049 0,067
A7 122 0,033 NA NA 0,05
A7 123 0,017 NA NA NA
A7 126 0,05 NA 0,005 NA
A7 130 0,05 NA NA NA
A7 132 0,017 NA 0,005 NA
A7 135 NA NA NA NA
A7 137 NA NA NA NA
A7 142 0,017 NA NA NA
A7 156 NA NA NA NA
0,85 0,816 0,698 0,533 0,725
AP36 125 0,817 0,898 0,72 0,483
0,817 0,898 0,72 0,483 0,743
AP55 173 0,583 0,306 0,247 0,15
AP55 175 0,367 0,602 0,456 0,1
0,95 0,908 0,703 0,25 0,722
AP81 136 0,967 0,878 0,89 0,683
0,967 0,878 0,89 0,683 0,867
AP66 94 0,733 0,867 0,896 0,983
0,733 0,867 0,896 0,983 0,878




Table 2: Pairwise Fst values between the six conservation centers
Populations Cevennes Vendee Savoie Ouessant Belgium
Vendee 0.0224
Savoie 0.0402 0.0429
Ouessant 0.0916 0.1176 0.1529
Belgium 0.0409 0.0271 0.0525 0.1204
lle-de-France 0.0346 0.0194 0.0540 0.1143 0.0276

Table 3: Introgression level of the 6 conservation centers calculated from allele frequencies of
5 populations belonging to lineage C or from an admixture of them (Total). Values indicated
are the mean calculated on 12 out of the 14 loci analysed and the standard error.

Populations macedonica cecropia carnica ligustica Total
Belgium 0.113+0.076 | 0.11+0.075 | 0.114+0.08 0.130+0.1 | 0.114+0.078
Cevennes 0.095+0.065 | 0.095+0.067 | 0.1+0.073 | 0.121+0.073 | 0.099 +0.07
Ouessant 0 0 0 0 0
Savoie 0.168 +0.139 | 0.162 £0.133 | 0.174 £ 0.144 | 0.223 £0.201 | 0.174 £+ 0.143
Vendee 0.196 £ 0.053 | 0.192+0.05 | 0.201+£0.038 | 0.270+0.126 | 0.202 £ 0.041
lle-de-France | 0.154+0.081 | 0.151+0.073 | 0.16 £0.083 | 0.224+0.214 | 0.16 +0.08
Figures

Figure 1: Location of the various conservation centers mentioned in this study




Figure 2: Number of loci exhibiting diagnostic alleles (x-axis) in each individual (y-axis) from

each conservatiocerter
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Figure 3: Effective number of alleles in six conservation centers: Belgium (BEL), Cevennes
(CE), lledeFrance (DCR), Ouessant (OUES), Savoie (SA) and Vendee (VEN).
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Figure 4: Principal Components Analysis of drones based on their multilocus microsatellite
genotypes. The first two dimensions represent 24% of the variation. Six conservation centers
are shown: Belgium (BEL), Cevennes (CE),dieFrance (DCR), Ouessant (OUES), Savoie
(SA) and Vendee (VEN).
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Figure 5: Unrooted neighbor-joining tree based on CaSédliza’s distances between
populations. The six European conservation centers are presented.
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Figure 6: Unrooted neighbor-joining tree based on CaSédliza’s distances between
populations. The six European conservation centers and reference populations for each
lineage are presented.
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The Use of Mitochondrial Markers for The

Conservation of Honeybee PopulationsApis

mellifera, L.): An Applied Approach
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Introduction

Au cours des dernieres décennies, les sepises d’abeilles melliféres ont été affectées par

I’activité humaine en Europe. L’importation de sous-espéces non locales a eu un impact sur la
structure géographique de 1’Abeille Noire (Apis mellifera mellifera, A. m. melliferadécrit

comme phénoméne d’introgression. Afin de restaurer la diversité originelle de la sous-espece

locale, différents conservatoires se sont mis en place en Europe. Il n’existe, a ce jour, aucun
protocole décrivant cette mise en place. Pour répondre a cette lacune, nous utilisé des
marqueurs de I’ADN mitochondrial (ADNmt) comme indicateur de la diversité. L’ADNmt a

la particularité d’étre exclusivement transmis par la lignée maternelle. Chaque individu d’une

méme colonie sera donc caractérisé par le méme ADNmt.

Nous avons, ainsi, estimé la proportion de colonies non locales dans une partie de la région
lle-de-France. Nous avons également suivi sur trois années consécutives un conservatoire
d’abeilles noires (CANIF) ainsi qu’une congrégation de males identifiée dans ce
conservatoire. L’étude simultanée des colonies du conservatoire, des populations autour du
conservatoire et les males de la congrégation a permis d’estimer les flux de genes entre les

différentes poplations et ainsi estimer ’efficacité des efforts de conservation.
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Conclusion

Cette ¢tude a permis de mettre en évidence 1’augmentation du nombre de colonies non locales
au cours des quinze dernieres années. En effet, une étude réalisée en 1998 avait estimé que
50% des colonies étaient de lignées importées (Gaetady1998a), contre plus de 60% dans

cette analyse.

Toutefois 1’efficacité¢ de la conservation est confirmée. Les colonies du conservatoire ainsi

gue les faux-bourdons de la congrégation ont des profils haplotypiques similaires, différents
des haplotypes des colonies autour du conservatoire. Le nombre d’individus ayant des
haplotypes spécifiques de sous-especes importées est également plus faible dans le
conservatoire et dans la congrégation (22% et 23% respectivement).

Ce protocole est applicable aux autres s®p8ees d’abeilles dans la mise en place de
conservatoires. Néanmoins, 1’utilisation de I’ADNmt uniquement posseéde certaines limites.

Cette technique ne renseigne que suiglgét maternelle de la colonie (ou de I’individu) et ne

donne par conséquent pas de réelle estimation de I’introgression. De méme, 1’hybridation

entre différentes lignées ou sous-especes ne peut pas étre estimée. Par exemple, une abeille
portant un haplotype de la lignée M sera considérée cofnme. mellifera alors que son

ADN nucléaire pourrait étre, suite a de nombreux croisements avec des males de lignée C,
étre purA. m. ligusticaCette colonie serait alors a tord conservée suite a I’unique analyse de
marqueurs mitochondriaux. Enfin, I’ADNmt ne renseigne pas sur la diversité génétique d’une

colonie ou d’une population. En ne sélectionnant des colonies que selon leurs haplotypes, un

impact majeur sur la diversité nucléaire peut intervenir, résultant en la perte de diversité
nécessaire pour le maintien de la population. Il est donc recommandé de coupler des études de

I”’ADNmt avec des marqueurs nucléaires pour une meilleure efficacité de conservation.
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Abstract

Over the last decades, the honeybee subspecies have been affected by human activities in
Europe. Importations of non-local subspecies had an impact on the geographical structure of
the black honeybeeApis mellifera mellifery described as introgression. In order to restore

the original diversity of this local honeybee, different conservation centers were set up in
Europe. So far, no common protocol of this setup has ever been provided. To do so, we used
mitochondrial markers (restriction fragment length polymorphisms of the intergenic COI-
COll region) as the indicator of the honeybee diversity. In the present study, we assess the
proportion of introgressed colonies in the French lle-de-France region. We also studied during
three years the colonies of a black honeybee conservation center and a drone congregation
area found within, to estimate the gene flows between the conservation center and the
surrounding populations. We show that the proportion of introgressed colonies in the French
lle-de-France region increased for the past fifteen years, up to an actual 61%. Nevertheless,
the efficiency of the conservation setup protocol was confirmed. Indeed, colonies of the
conservation center and drones from the congregation show similar profiles compared to the
surrounding populations and a lower level of introgression (about 22% for the conservation
center, and about 23% for the congregation). Even if we Apedmellifera melliferan this

study, the protocol we used can easily be applied to other honeybee species to set up

conservation centres.

Key words

Honeybee, conservation centé&pis mellifera melliferadrone, Drone Congregation Area,
COI-COll.
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Introduction

Human expansion and activities have a great impact on the geographic range, demography
and genetic diversity of many species. The most striking influence of humans exerted on
wildlife concerns the domestication process. Beside spectacular phenotypic variation,

domestication also caused a reduction in the genetic diversity of many species [1-2].

This situation also applies to insects such as the honefpeemellifera(Linné, 1758). Even

if the honeybee has not been truly domesticated (according to the definition of the

domestication given by Jean-Denis Vigne [3]), it has a very long relationship with humans, at

least since 7000 BC [4]. The human control over honeybees includes managing reproduction,

sanitary control but also importation/exportation of colonies.

The honeybee native range used to cover Africa, Europe, and central Asia [5].
Based on its morphology and confirmed by molecular approaépes,melliferahas been
divided in 26 geographical subspecies [5-6] and grouped into four evolutionary lineages M
(West-Mediterranean), A (African), C (North-Mediterranean) and O (Oriental) [5-7-8-9-10-
11].

The European M lineage consists of two subspekjms mellifera ibericaA.m. ibericg and

Apis mellifera mellifergA.m. melliferd. The latter, also called the black honeybee, was, until
the end of the 1® century, the most widely distributed subspecies over Europe, from the
French Pyrenees to the Ural [5]. This distribution suggests an ability to withstand various

environmental conditions, including a wide range of temperatures and altitudes.

A.m. melliferais characterized by rustic traits, such as being good pollen and propolis
collector, able to fly for long distances and with longer lifetime expectancy [12-13]. Those
traits explain the interest of this subspecies for scientific studies, conservation and apicultural

applications.

Since the beginning of the Y0Ocentury, importations of non local honeybees occurred
throughout Western Europe. SubspeciesAika. ligusticaor A.m. carnicawere introduced in
Northwest Europe for their apicultural qualities (such as calmness or intensity of their
foraging activity). As a consequencA,m. melliferawas replaced byA.m. carnicain
Germany [14] and byA.m. ligusticain Denmark [15-16]. In other parts of Europe,
considering the fact that introduced subspecies are more capable to survive in agricultural
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landscapes than the native one, the distribution range and consequently the propéttion of
melliferais likely reduced [16-17-18-19].

Over the last decades, large declines in honeybee populations were observed in Europe and
North America, often due to diseases [20-21]. To compensate these fall outs, massive
importations of foreign colonies increased. Furthermore, genetic background of local
honeybee was progressively mixed with that of imported bees, a phenomenon described as
introgression. Combining importations for apicultural facilities and for the colony losses
compensation, the status of the black honeyhgn, melliferais nowadays worrying.

To limit the effects of foreign colonies introduction in France, we startedl. an. mellifera
conservation center near Paris called CANIF (Conservatoire de I’Abeille Noire d’lle de
France). To set up our black honeybee colonies, we selected a region where no professional

beekeeper is established.

Honeybees have a very complex mating system in which drones and virgin queens meet at
drone congregation areas (DCA) to mate in mid-air [22-23]. Drones assembled in a DCA are
issued from surrounding colonies and therefore represent the diversity of a whole population.
The congregation area has been considered as a panmictic structure for honeybee
reproduction [24]. As a consequence, it is necessary to understand their spatial and temporal
structures to elaborate key strategies for the conservation of honeybee populations.
The aim of this study was to develop and test a protocah feitu conservation of a honeybee
population regarding (i) the putative influence of the surrounding populations, €ii) th
conservation center set up and (iii) the temporal composition of a DCA located within the
conservation center, in order to estimate the risks of future introgressions of the conservation
center by droneslo do so, we chose to use mtDNA as the easiest way to differentiate the

various lineages.

Materials and methods

Ethics statements

The owners of the lands gave permission to conduct the study on the sites. No specific
permissions were required for these locations considering the fact that they weee privat
properties and that the owners gave their permissions. The field studies did not involve

endangered or protected species.
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Sampling

Surrounding populations

In order to determine the proportion of introgressed haplotypes in the populations around the
conservation center, we sampled 283 colonies located in eleven different known apiaries,
surrounding the conservation center (Figure 1, Table 1). One worker of each of those colonies

was used to characterize their mtDNA origin.

Colonies from the conservation center

The conservation center (CANIF) is located 40km South West of Paris in the Rambouillet
forest (Figure 1). It has been initiated in 2005, with fifteen local colonies. From 2005 to 2008,
the number of colonies was increased by dividing the original colonies and by catching feral
swarms. During the summers of 2008 and 2009, nineteen colonies from four different French
conservation centers and a Belgian one were added to the existing apiary (Table 1), in order to

enlarge the local conservation center.

So far, the lack of differences in either nuclear DNA or morphological analyzes allow us to
consider only one subpopulation in the M lineage [25-26]. It was thus possible to set up those
colonies in the lle-de-France region.

Sampling was done on all the managed colonies of the conservation center. In 2010, the
conservation center counted 74 colonies, 90 in 2011 and 143 in 2012 (Table 1). As for the
surrounding population, one worker of each colony was used to characterize the mtDNA
origin of the colonies.

The DCA

Previously, a DCA has been observed close to the conservation center. It was located in the
middle of the forest, a few hundred meters from the two main apiaries of the CANIF. Drones
were captured using a helium-filled balloon and pheromor@¥8) drone trap, built after
Williams [27]. A total of 497 drones were sampled between 2010 and 2012 in the DCA. 183
drones were sampled in 2010, 96 in 2011 and 218 in 2012 (Tablel). For each considered year,
we sampled twice (early and late samplings), in May and June in 2010 and in June and July in
2011 and 2012.
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mtDNA analysis

All bees (workers and drones) were stored in 90% ethanol until DNA extraction.
DNA was extracted from bee heads with a phenol-chloroform extraction, followed by ethanol
precipitation for the drones [28-29]. Worker DNA was extracted using a 10% Chelex protocol
[30].

The COI-COIl intergenic region was amplified by PCR (Polymerase Chain Reaction) with the
primers E2 and H2 [29]. The size of the amplified DNA fragments was determined with 1 pl
of the PCR product loaded on a 1.4% agarose gel, and the haplotypes were determined on a
7.5% polyacrylamide gel aftddral digestion of PCR products. THeral-test is an easy
method to distinguish th&. melliferalineages and haplotypes. It has often been used to study
the variability of honeybee populations [16-29-3TJhe haplotypes obtained were compared
with the ones published by Rortas al. [31] for the M populations, and by Garneay al

[29] for the C populations.

The same analysis was performed for each drone captured in the DCA. We also analyzed
most of the known colonies surrounding the conservation center (Tablel).

Drone brood production

In order to estimate the quantity of drones produced by the colonies, pictures of the frames
were taken every two weeks for each colony. This experiment was done from March to

September in 2010 and 2011, on a set of respectively 24 and 43 colonies from the CANIF
apiaries. The number of drone brood cells was counted manually using the Image J software
[32].

A Kruskall-Wallis test was performed in order to see if there was an effect of haplotype in the
drone production in 2010 and in 2011.

The possible link between the various haplotypes found in the DCA during the two different
samplings (early and late) and the various percentages of haplotypes in the production, twelve
to forty-six days before, was also considered. This time frame was chosen to apprehend at
best the quantity of drone produced, knowing the time needed between the capping and the

full maturation of drones [33].
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To see if a homogeneous pattern can be observed, the drone brood production was compared
to the type of drones found in the DCA with a Fisher exact test.

For each colony, the evolution of the production of drones was compared between 2010 and
2011.

Statistical analyses

Population differentiation based on haplotype frequencies was analyzed with Fisher Exact
tests. Programs included in the software R were used for these calculadiohki§3software
was also used to do a Correspondence Analysis on the lineages of the CANIF the DCA and

the surrounding bees.

Results

Mitochondrial structure of the surrounding populations

A total of 17 different haplotypes, belonging to three evolutionary lineages, were observed
(Table 1, Figures 2 and 3) in the 283 surrounding colonies. Among these, 39% belonged to
the M lineage with nine different haplotypes, 50% to the C lineage with three haplotypes and
11% to the A lineage with five haplotypes.

Within the M group, there was a large majority of M4 haplotype (48%), followed by M7 and
M4’ haplotypes (respectively 21% and 10%). Other haplotypes, such as M17 and M21°, were
observed at lower frequencies (Table 1).

Mitochondrial structure of the conservation center

In the conservation center, the frequencies of M lineage haplotypes are 74%, 76% and 84%
respectively in 2010, 2011 and 2012. For the same period, proportions of C lineage
haplotypes are 26%, 24% and 16% (Table 1, Figure 2).

Within the M lineage, a large majority of M4 can be observed (62%, 60% and 58%) followed

by haplotypes M17, M4’, M8, M28 and M51. Other haplotypes were rarely found.

Among the C lineage, as many colonies of C2 haplotype as of C3 haplotype were found in
2010 and 2011. But in 2012, the C3 haplotype was predominant (70%) followed by C2

(17%).

However, the haplotype composition of the CANIF was significantly homogeneous over the

three years (Fisher exact test, p = 0.719, Table 2).
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Mitochondrial DNA composition of the DCA

Early and late samplings, whatever the year studied, show a homogeneous haplotype
composition of the DCA (Table 2).

In 2010, 2011, 2012 respectively among the drones collected, 77%, 77%, 71% were M
lineage and 23%, 22% and 25% were C lineage (Table 1, Figure 3).

Haplotype composition of the DCA was not homogeneous over the three years (Fisher exact
test, p <0.05). The composition was also heterogeneous when comparing data year by year
(Table 2).

For the three years, within the M group, haplotype M4 was mainly observed, followed by
M4, M6, M17, M17°, M19, M21°, M28 and M51. The proportions of these last haplotypes

were variable from one year to the next. Other haplotypes were punctually observed (M8,
M22’, M24’and M32’).

Among the C lineage, the proportions of all the haplotypes also differed. Notably, in 2010 the
haplotype C1 was absent and reached 16% in 2012.

No A lineage was observed in 2010. However, it was present at low frequencies in 2011 and
2012 (1% and 4% respectively). Haplotype A4 was the only one observed in 2011. In 2012,
two new African haplotypes (A8 and A9) appeared.

Colonies and drones analysis

No matter the considered year, the haplotype compositions of the DCA and CANIF colonies,
are statistically homogeneous (Fisher exact test, p>0.01, Table 2).

A Correspondence Analysis, performed on the complete set of data, including some reference
populations (the fiveA.m. melliferaconservation centers from where some of the CANIF
colonies originated) is presented on Figure 4. This graph shows that, when considering the
lineages, some populations differ from a main group (which includes the DCA and the
CANIF). Those differentiated populations all belong to the apiaries surrounding the CANIF
and are characterized by the presence of African (A) and/or North-Mediterranean (C)

lineages.
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According to this Correspondence Analysis, the CANIF is closer to the population taken as

references than to the surrounding apiaries.

Drone brood production

Table 3 presents the number of drone brood cells, summed by haplotypes, for the CANIF
colonies in 2010 and 2011.

During those two years, the colonies respectively produced 70% and 74% of M haplotype
drones and 30% and 26% of C haplotype drones (Table 3, Figure 5).

Among the M haplotype drones, there was a large majority of M4 (76% and 64% in 2010 and
2011 respectively), followed by M17, then M51 and less than 4% of M28.

Colonies carrying M8, M19 andl4’ haplotypes produced drones at a lower level.

Among the C haplotype drones, C3 was mainly observed, followed by C2 in 2010. There was
an inversion of this proportion in 2011, with a majority of C2 drones produced.

Kruskal-Wallis tests clearly indicate the absence of link between the brood production and the
considered haplotypes (in 2010, p=2°1§>=35.994, ddl = 1 and in 2011<p.10%° =
72.04594, ddl =)

The Fisher Exact test indicates differences between the haplotype proportions present in the
DCA and that of drones produced in 2010 (data not shown). The same observations are made
for 2011.

No significant link has been observed between the haplotype proportions of the drones newly
produced by the colonies and the haplotype proportions of the different samplings in the DCA
(Fisher Exact test, p < 2.2e-16).

Discussion

Over the last decades, increased losses of honeybee colonies have been observed throughout
Europe [35]. To compensate the colony losses, beekeepers often restored their apiaries by
importing a large number of colonies or queens. These importations increased the level of
introgression of local populations in this species, where the genetic variability is
geographically highly structured. They have particularly been obsenfednnmellifera[16-

17-18-19].
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To preserve honeybee endemic diversity, conservation prografsrofmelliferahave been
started all over Europe [36]. Conservation is essential to ensure that healthy natural
populationscan act as a reservoir against lesslue to occasional diseases [37]. Looking
further ahead, the conservation program will eventually provide strains and traits for

beekeeping.

This was a first study using mtDNA to analyze the relationships betweén ran mellifera
conservation center and surrounding populations. The study of the DCA was a key element to
understand these relationships.

The aim of this study was to characterize the level of introgression of local populations and to
compare it with the conservation center we started a few years ago. Looking more precisely at
the DCA was necessary in order to confirm the efficiency of the conservation center and to

estimate the gene flow between the CANIF and the surrounding apiaries.

The surrounding populations presented 61% of introgression by lineages C and A (Table 1,
Figures 2 and 3). In 1998, Garneziyal. [17] found 50% of introgression in llée-France

based on the C lineage. In the current study, we showed that in fifteen years not only did the
level of introgression increase but also the diversity of haplotypes. Particularly, three
haplotypes from the C lineage were detected (instead of two) and five haplotypes from the A
lineage (11% of the population) that were absent from the previous study. This situation is,
according to the present study, of concern. An increase of the introgression is thus, confirmed.
In the Northern part round the CANIF, the introgression was mainly by the C lineage, which
stands for a North-Mediterranean or Oriental origin (Figure 3). In the South-East of the
conservation center, a majority of C1 is observed. In these apiaries, the C1 haplotype,
combined with the M7 haplotype, characterizes an Italian origin [10]. In the same apiaries,
some African haplotypes are also observed (Al, A2, and A3). Combined with the M7
haplotype, they are mostly found in Spain and are characterisficrof ibericapopulations
[38-39]. The presence in the East of some A4 haplotype colonies was very surprising (Figure
3). This haplotype is characteristic of Center or Southern African populations [40]. This was
the very first time that such haplotype was found in France (Garnery, unpublished data) and it

probably corresponds to a recent origin of importation.

The case of Cernay is really interesting because it is very well documented. Indeed,an 2012

beekeeper set up an apiary with fifteen colonies with the M7 haplotype and two C2 haplotype
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colonies. This beekeeper had bought his colonies in Italy. The fact that his colonies are M7
haplotype is therefore expected [29]. But the C2 haplotype found there (instead of the usual
Cl) shows that there has also been importation of foreign honeybees in Italy.
According to the high level of introgression of the populations surrounding the conservation

center, the risk of gene flows from these populations is, therefore, very preoccupying.

Comparing the haplotype structure of the CANIF with that of the surrounding populations
(Table 1, Figure 2), we can conclude that the CANIF setup has been efficient. The haplotype
frequencies were highly different, with 74% to 84%A,oin. melliferacolonies in the CANIF,
versus only 39% of M lineage colonies in the surrounding populations (Figure 2). This
frequency is even lower (30%) when considering the haplotype characteristic Afnthe
iberica (M7).

The CANIF setup was initiated in 2005, and is in a phase of enlargement. It will be expected
to reach 240 colonies to be completely effective. This number of colonies corresponds to the
maximum mean effective size of natural honeybee populations in Europe (range 22-240
according to previous publications) [24-41-42].

Using the dividing process appeared to be a good protocol to increase the number of colonies
of the conservation center. Even when the population doubled (from 74 colonies to 143), there
was no statistical change in the haplotype frequencies over three years (Table 1, Figure 2).
The Correspondence Analysis shows that the CANIF was more closely related to the
populations taken as references than to the surrounding populations (Figure 4). These
reference populations are located in an area showing a low level of mitochondrial
introgression (from 0 to 32%) and limited importations. The CANIF setup was more
complicated than that of the five other conservation centers, considering the high level of
introgressed colonies in the Kkk-France region. The first step of the setup was to discard
colonies which did not correspond to the local mtDNA lineage (M). Again, our results
showed a very good efficiency of the conservation center set up in an area with a high risk of

introgression from the surrounding populations.

Comparing the DCA to the CANIF, Table 2 shows that for each considered year, the
haplotype proportions of the CANIF are statistically similar to those of the DCA. So, the
CANIF colonies are well represented in the DCA. These observations are in agreement with
those made by Koeniget al. [43], where drones have been shown to prefer joining a close

congregation. Looking at the Correspondence Analysis (Figure 4), we found that the DCA is

66



more closely related to the CANIF than to the surrounding populations. The haplotype
composition of the CANIF is homogeneous over three years. Nevertheless, the haplotype
proportions were not equivalent in the DCA during the three considered years.
This may be due to two combined factors. Firstly, a few differences occurred in the CANIF
during those years, even if they are statistically undetected. This is particularly the case of
haplotype M28, whose frequencies varied from 1.3% to 4.9% over the three years. This
observation can also be done for haplotypes M8 and M51 (Figure 2). Secondly, if the DCA is
considered as a panmictic unit, drones sampled from the DCA are supposed to represent the
structure of the population. Some of these drones may have been produced by feral colonies

located in the area of the conservation center.

A large part of theC2 haplotype colonies were removed from the CANIF during the winter
2011-2012. Nevertheless, the proportion of this haplotype remained stable in the DCA in
2012. This could be due to three reasons. i) The few C2 haplotype colonies that were not
removed produced more drones than the other colonies; ii) the C2 haplotype drones found in
the congregation in 2012 correspond to gene flow from the surrounding populations; iii) the
C2 haplotype drones found in the DCA in 2012 were produced by feral and undetected

colonies in the conservation center.

The first hypothesis is unlikely because we saw previously that the haplotype proportion of
the DCA is linked to that of the CANIF and not to the production of drones.
The second hypothesis cannot be rejected. The C2 haplotype is, indeed, found in every apiary
of the surrounding populations. The closest one is located 3.2km from the CANIF. But this
explanation is unlikely because some other haplotypes, such as M7, which are specifically
observed in the surrounding populations, were not detected in the DCA.
The third hypothesis seems to be most likely. For instance, the M17° haplotype is
observed in the DCA in 2010 and 2011 while this haplotype is not detected in the CANIF
colonies. In 2012, a swarm was captured in the conservation center and was characterized as
M17’ haplotype. This is, thus, in favor of the existence of feral colonies with undetected
haplotypes in the conservation center. Those colonies could be captured after swarming and
their haplotypes then characterized. So, sampling drones in the DCA allows us to better
describe the mitochondrial diversity of the preserved population and also, gives us a faster
way to detect the potential introgressed colonies. As a consequence, the presence of a large

proportion of C2 haplotype drones in the DCA in 2012 seems to be due to feral C2 haplotype
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colonies in the conservation center. The same explanation could be done for the presence of
A4 and A8 haplotypes in the DCA in 2012. It is likely that A4 and/or A8 haplotype swarms

will be caught in the CANIF in the next few years.

Most of the publications concerning honeybee decline focus on the origins of the losses
without providing any solutions for the conservation of the diversity of this species. In this
study,a protocol for a conservation center setup is given. This protocol is based on mtDNA to
sort the colonies and to follow the evolution of the haplotype frequencies in the conservation
center. Moreover, the monitoring can be considered as being at a population scale, thanks to
the analysis of the structure of the drone congregation. This approach is particularly important
to estimate the efficiency of the conservation process in the long term, so that quick measures

canbe taken when facing a risk of introgression.

In this study, the mtDNA showed it usefulness when applied to a conservation center setup

and monitoring. Fast, easy and cheap, it can be commonly used to ensure the evolution of the
conservation parameters (stability of the various haplotype frequencies). These parameters
have to be neutral, in order not to influence the natural development of the conservation

center. This is the case for mtDNA which is probably not in relation with the main interesting

beekeeping traits.

Nevertheless, if the field work was efficient to conserve the mitochondrial diversity of the
population of the conservation center, it is important to verify that this sorting did not impact
on the general diversity of the bee population. This will be particularly important in the next
few years, in order to estimate the part of the selection versus that of the conservation

measures.

However, using only mtDNA, to set up a conservation center for honeybees, has limits. When
using mtDNA it is only possible to assess the genetics background of colonies from the
maternal side. Hence, the data given are not really an exact measure of the level of
introgression. With mtDNA, the admixture between different lineages cannot be estimated.
For example, a honeybee carrying an M lineage haplotype will be consider&d ra.
mellifera, while it the same individual could carry alleles specific of C lineage subspecies,
like A. m. ligustica Furthermore, discriminating colonies only according to their maternal

background could lead to a decline in the nuclear diversity and result in the setup of
68



population showing a high bottleneck and a lack in their ability to adapt to their environment.
To do so, the use of other neutral markers of the diversity, such as microsatellite markers,
should be considered as an interesting addition.
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Table 2

Sources of variation p-values

CANIF over 3 years 0.719

DCA 2010 seasons 0,0831

DCA 2011 seasons 0,8123

DCA 2012 seasons 0,1952

DCA over 3 years 3.962e-05**

DCA 2010 vs 2011 0.007045**

DCA 2011 vs 2012 0,04949*

DCA 2010 vs 2012 0,00003623**

CANIF vs DCA 2010 |0,069

CANIF vs DCA 2011 |0,05222

CANIF vs DCA 2012 |0,03816*
Table 3

Haplotypeg Brood.201( Brood.2011

M4 30679 46746

M4p 0 718

M8 57 7821

M17 2331 5409

M19 0 2811

M28 908 7257

M51 1277 4114

C2 3994 16408

C3 9172 9517

Legends of the tables

Table 1: Haplotypes found in the CANIF, in the drone congregation, in the area surrounding
the conservation centre (*) and in populations taken as references (**). Table 1A: haplotypes

of the M lineage. Table 1B: haplotypes of the C and A lineages.

Table 2: Values of the Fisher exact test for population differenciation. * 5%, ** 1% threshold.

Table 3: Drone brood production shown by haplotypes in 2010 and 2011 by the CANIF

colonies.
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Legends of the figures

Figure 1: Geographical position of the conservation center (CANIF) and the known
surrounding apiaries in the Itee-France region. The number of samples taken is indicated for
each apiary.

Figure 2: Haplotype proportions in the surrounding apiaries, in the CANIF and in the DCA
during the three years of the study.

Figure 3: Lineage repartitions in the colonies surrounding the conservation center. Each

alveoli stands for a colony.

Figure 4: Correspondence Analysis of the lineages found in the surrounding apiaries (dark
blue), in the CANIF (light blue) and in the DCA (green). Five Reference populations were
added to the analysis, in black in the graph (conservation centers from where some of the
CANIF colonies are).

Figure 5: Haplotype proportions of drones produced and of drones found in the DCA in 2010
and 2011.
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Figure 2
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Figure 3

St Forget

Cernay .

Longyilliers
2l
o)

Sermaise

10km

L L
Z0

Etampes

80



Figure 4
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Figure 5
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PARTIE 3

Etude spatio-temporelle du comportement

reproducteur d'Apis melliferaa travers une

congrégation de males, application a la

conservation
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Introduction

L’Abeille mellifére est caractérisée par un comportement reproducteur trés spécifique et
complexe. En effet, les males se rejoignent dans des endroits particuliers appelés
congrégations de males. Ces congrégations sont en place au cours du printemps et de 1’été, les
apres-midi de beau temps. Les reines vierges se rendent dans ces congrégations afin de se
faire féconder par plusieurs males au cours de vols nuptiaux.

Il a été estimé que plus de 25000 fawxirdons formaient une congrégation et qu’ils
provenaient de nombreuses colonies environnantes (jusqu’a 15 km de distance). Les
congrégations sont donc considérées comme des structures panmictiques ¢Baudfp8),
représentant la diversité locale et permettant les flux de genes entre colonies.

Ce comportement reproducteur particulier est retrouvé sur I’ensemble de 1’aire de répartition
géographique de 1’ Abeille mellifére (Baudry et al 1998, Koenigeet al. 1994, 2005, Kraust

al. 2008, Wattanachaiyingcharoenal 2008, Muerrleet al. 2007).

Apis melliferaest présente, de facon naturelle, sur les continents Africains et Européens.
Quatre lignées évolutives ont été identifiees (M, A, C et O) regroupées selon 26 sous-especes
allopatriques (Ruttner 1988, Sheppard and Meixner 2003).

Apis mellifera mellifera(A. m. mellifera appartient a la lignée M et est native de la partie
Nord-Ouest de I’Europe (Ruttner 1988). Son aire de répartition naturelle est la plus large,
comparée aux autres sotspeces, ce qui suggére une grande capacité d’adaptation aux
changements environnementaux et aux biotopes spécifiques (Gatrar992, Ruttneet

al. 2004).

Des sous-especes non locales, commm. ligusticaou A. m. carnicaet des races hybrides

ont été¢ introduites dans la zone de répartition naturelle de 1’Abeille Noire, a causes de
performances particulieres (productivité, sortie de 1’hivernage rapide et efficace, douceur)

définies par Ruttner (Ruttner 1972).

Cependant, des conservatoires de 1’Abeilles Noires ont été initiés en Europe. Le but de ces
conservatoires est d’empécher I’hybridation et D’introgression entre colonies locales et

colonies de lignées importées, par un mécanisme d’isolement. Cet isolement peut étre soit
géographique (sur une ile ou dans des vallées) soit numérique (nombre de colonies locales
suffisamment important pour limiter les flux de génes avec des colonies allochtones).
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Un tel conservatoire a été mis en place en région lle-de-France.

Le but de cette étude est d’analyser le comportement reproducteur dans un contexte spatial

(impact des colonies environnantes) et temporel (sur une période de trois années conseécutives,
de 2010 a 2012afin de valider I’efficacité des efforts de conservation mis en place au sein

du conservatoire.
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Conclusion

Les résultats préliminaires montrent que la congrégation reste stable au cours des trois années
d’étude. Le taux d’introgression de varie pas d’une année sur 1’autre, a I’exception de 2011

mais cette différence est trés probablement liée a 1’échantillonnage réduit de cette année.

Le niveau d’introgression est également similaire au sein du rucher expérimental localisé a

guelques centaines de metres de la congrégation, et dans les populations autour du
conservatoire (de I’ordre de 20% d’introgression). En considérant les résultats des analyses
mitochondriales sur ces populations environnantes (60% d’haplotypes spécifiques de lignées
importées) et leur distance par rapport a lagegation, on suggére la présence d’essaims

sauvages d’abeilles noires dans la région. Ces essaims locaux auraient fécondé les reines de

types importés des colonies environnantes. Cette hypothése est en opposition avec des études
précédentes estimant que les essaims sauvages auraient complétement disparu en Europe a
cause notamment de I’invasion du parasite Varroa destructoJafféet al. 2009).

Pour I’année 2010, 26 males ont été identifiés comme provenant du rucher expérimental et

seraient issu de 3 colonies.

Il a été estimé que 56 colonies différentes participaient a la formation de la congrégation pour
cette méme année.

Ainsi, contrairement aux études précédentes, il semblerait que les males issus du rucher
expérimental ne se rendent pas dans la congrégation la plus proche (Ketnig2005).

Ces males se comporteraient davantage comme leddatdens d’espéces monoandres et
privilégieraient des congrégations plus éloignées afin sans doute de limiter les risques de
consanguinité.

Méme si toutes les colonies ne produisent pas un nombre de méles équivalent, le fait que
seules trois colonies aient produits des males retrouvés dans la congrégation reste surprenant.
Il est fort probable que d’autres congrégations non identifiées existent non loin du rucher

expérimental.

Il est donc indispensable, afin de caractériser de fagon précise ’efficacité de la conservation

dans la région ll@le-France, de continuer ces analyses pour les années 2011 et 2012, de
rechercher les éventuelles congrégations et les échantillonner. Enfin, il serait trés intéressant
de trouver une méthode afin d’identifier les éventuels essaims sauvages. Leur présence au

sein du conservatoire ou dans la région avoisinante serait tres rassurante pour la conservation

d’A. m. melliferaet &alement de 1’espéce en elle-méme.
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Introduction

Despite its common name, domestic honeybee is only partially managed by Human. In fact,
breeding is very difficult to control in this species as a consequence of original mating system.
It is characterized by drone congregation areas (DCA) where males from many closescoloni
group together (BUDRY et al. 1998 KOENIGER et al. 2005). Up to 25 000 drones aggregate

in a DCA (R\GE JrR and METCALF 1982). They preferentially join the closest DCAOENIGER

et al. 2005), but partners have been observed to mate in up to 16km distaBrel 987)

Virgin queens visit these DCA during nuptial flights and mate with many drones. The degree
of multiple mating (polyandry) varies within and between the differdpis mellifera
subspecies, from 5 to 34KENCK et al. 2000b). DCA are thus considered as panmictic units
(BAUDRY et al. 1998) and represent the most the local diversity. Furthermore, they allow
efficient gene flow between proximate colonies.

This mating system is observed over the widespread geographic area of honeyheeHK

et al. 1994 BAUDRY et al. 1998 WATTANAACHAIYINGCHARO EN et al. 2003 KOENIGER et al.

2005 MUERRLE et al. 2007 KRAUs et al. 2008) Apis melliferais distributed all over Africa

and Europe where four evolutionary lineages (M, A, C and O) are described and at least 26
allopatric subspecies (RTNER 1988 SHEPPARD and MEIXNER 2003). Apis mellifera
mellifera belongs to the M lineage and is the native subspecies in North-Western Europe
(Ruttner 1988). This subspecies is the most widely distributed over Europe, which suggests a
high potential of adaptation to changing environments and to special biotogrse(S et

al. 1992 RUTTNER et al. 2004). Non local subspecies, like m. ligusticaor A. m. carnica

but also hybrid races were introduced in the natural aréa of. melliferabecause of their
greater honey production, quicker spring build up, lower swarming tendency and lower
defensiveness (RTNER 1988).Gene flow occurs commonly between honeybee subspecies
artificially or naturally in contact ®ANCK et al. 1998a GARNERY et al. 1998h) GARNERY et

al. 1998a). The gene flow has resulted in hybridization between subspecies, and sometimes in
the replacement of one subspecies by another, as in Germany and Denmark. The impact of
these hybridizations is potentially very damaging for native subspecies. A genetic
homogenization occurs combined with a decrease of natural diversityMER and
SIMBERLOFF 1996).

Beside the disturbance induced by hybridization, the distribution of honeybees has also been

affected by other Human activities in EuropeAQ#¢NGELSDORP et al. 2009) and some
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diseases (WNENGELSDORPand MEIXNER 2010). Among those activities, the use (or abuse) of
pesticides and the introduction, followed by the propagation, of non-native subspecies are the
most damaging ones and lead to global decline of honeybee populations.

A. m. mellifera(also called the black European honeybee) possesses traits that are interesting
for beekeeping and therefore for conservation programs. It is also important to keep pure gene
stocks ofA. m. melliferato produce hybrid bees like the Buckfast bee (hybrid between M and

C maternal lineages created by the beekeeper Brother Adam).

To put up the loss oA.m. melliferacolonies and prevent genetic admixture with non-local
subspecies, different black honeybee preservation centers have been started all over Europe
(SICAMM Conference, 2012). Most of these centers are based on breeding programs which
rely on mating apiaries. To avoid artificial insemination which could be dangerous for queens,
the production of specific drones is forced in mating apiaries, so that these specific drones
will mate with virgin queens.

Preservation centers will tend to isolate the populations from hybridization and thus
introgression from surrounding allochtone populations. This isolation could be either
geographical (islands or mountains valleys) or with outhumbers of pure colonies compared to
non-local ones. Such a preservation center has been set up in the south-west of Paris.
Geographical pattern does not allow the isolation of these colonies and the aim was to settle
numerous colonies to limit gene flow with surrounding bees.

The aim of the present study was to investigate the mating characteristics of this preservation
center: drone production, participation to proximate DCA and temporal variation of one single
drone congregation over a period of 3 years.

Material and methods

Sampling and DNA extraction

In the French llede-France region, a DCA was detected less than 1km away from the

experimental apiary of the preservation center.
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A total of 471 drones were sampled over 3 years using a helium-filled balloon and pheromone
(9-ODA) drone trap, built following Williams (WLiams 1987). In July 2010, 183 drones
were captured, in June 2011, 96, and in July and August 2012, 192.

To infer the genotypes of queens from the experimental apiary, 48 workers were sampled in
each colony. So in 2010, all the 24 colonies were sampled. So, a total of 1152 workers were
analyzed to obtain the genotypes of 24 different queens.

83 colonies surrounding the preservation center were sampled. These colonies are located

about 10km away from the experimental apiary. One worker per colony was analyzed.

All bees were stored in 90% ethanol until processing to DNA extraction from the head. Drone
DNA was extracted with a phenol-chloroform extraction, followed by ethanol precipitation
(KOCHER et al. 1989h GARNERY et al. 1992). Worker DNA was extracted using a 10%
Chelex protocol (WLsH et al. 1991). The Chelex method was used because it is much faster
than the phenol-chloroform one. It is therefore well adapted for the great number of workers

analyzed in order to have the queen genotypes.

Microsatellite analysis

DNA samples were amplified using multiplex PCR reaction with 14 microsatellite loci : A7,
A28, A113, A43, A88, Ap43, Ap55, Ap8l, B24, Ap36, Ap66, Ap33, A8 and B1r¢EP

et al. 1995 FRANCK et al. 2001 SoLIGNAC et al. 2003a). Three plex were used, respectively
containing B24, Ap66, A28, A88, Ap55 and B124 for the first one, A7, Ap43 Ap81 and A113

for the second one and A8, Ap36, A43 and Ap33 for the third one. These 14 loci are
considered to be independent from one another: most of them are on separate chromosomes,
the smallest distance between markers on the same chromosome is 20 cM (Ap36 and Ap 66;
and Ap55 and A43, (B.IGNAC et al.2003a).

PCR was carried out in a total volume of 10 pL, containing 5 puL of the Platinum Multiplex
2X PCR Master mix (Applied Biosystems), 1.0 pL of 10X primer mix and 1.0 pL ocADN
extract with 30 amplification cycles in conditions defined by the provider. PCR products were
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visualized by capillary electrophoresis (Applied Biosystems 3130) and sized with the internal
size-standard ROX from Applied Biosystems. Fragments were scored with the software
GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems).

Population genetic analysis

The genotypes of the queens were estimated from the genotypes of the workers, using the
program Colony 1.2 (\WNG 2004). The program analyzes haplo-diploid systems based on the
expression of codominant genetic markers, such as DNA microsatellites. It calculates the
probabilities of all possible queen genotypes, based on the observed allele frequencies in the

population.

Tests for population differentiation and pairwise FST indices between years were performed
using the software GenePopaAfR1OND and RousSET1995) to compare the different sample

years and the surrounding apiaries.

The genetic structure among the populations was further evaluated using the program
Structure 2.0 (kLUSH et al.2003). Simulations were run for all samples simultaneously using
500,000 burn-in steps and MCMC (Markov Chain Monte Carlo algorithm) steps. The true
number of clustersK() was defined using the value of AK as described in Evanno et
al.(EvANNO et al. 2005).

The level of introgression into each sample was investigated using four populations of the C
lineage as references (Bertragtdal. in prep). These populations belongAtom. ligusticaA.
m. carnica A. m. cecropiaand A. m. macedonicasubspecies. They were previously
characterized using a morphometrical analysis and their lineage was confirmed with
mitochondrial DNA marker. The frequency of alleles showing introgression was estimated for
twelve loci for which one or several alleles seem to be diagnostic between M and C lineages
(GARNERY et al. 1998b), (Garnery, personnal communication). The proportion of alleles
showing introgression (IR) in each sample was calculated as in Gashely (1998)
(GARNERY et al.1998b), by locus:

EEED pi

Yiep Qi

IR =
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where D is the set of diagnostic alleles at the locus, pi and gi are the allelic frequencies in the
tested and in the reference populations respectively.

The “putative diagnostic” alleles were identified when comparing the allele frequencies at a
specific locus, between C lineage and M lineage populations. When a C lineage population
had a high frequency of one allele at a given locus, it was compared to M lineage populations.
This allele was called “putative diagnostic” if its frequency was low in the M lineage
populations. From 1 to 12 “putative diagnostic” alleles are described for the 12 loci analyzed.

They represent from 70% to 92% of allelic diversity in populations from lineage C (mean *
STerr).

To see whether a particular subspecies was involved in the introgression, a Neighbor-Joining
tree was built including present study samples and reference populations described in
(PeRRIER €t al.2003a). These populations are: Nord-Pas-de-Caais ( mellifera for the M
lineage, Chalkidiki A. m. macedoniga Forli (A. m. ligustic3, Argos @A. m. cecropiaand
Slovenia A. m. carnica for the C lineage, Thilissi and Erevafl. (m. caucasicafor the O
lineage and Al-HoceimaA{ m. majoj for the A lineage. The hybrid race Buckfast was also
added to this analysis. The Neighbor-Joining tree was built with Populations 1.2.32 software
(LANGELLA 1999) using Cavallsforza and Edwards’ standard distances (CAVALLI -SFORZA

and BEbWARDS 1967h). Bootstrap over individuals was performed using 2000 replicates. Trees
were edited with Treeview v32 ABE 1996).

So far, no program is available to calculate distances between haploid (drone from the DCA)
and diploid populations (reference populations). To do so, the haploid samples were
transformed in diploid homozygotes and the already diploid samples from the reference
populations were doubled in order to limit the sampling bias resulting from this artificial

diploidisation.

The number of drone producing colonies was estimated for 2010 with the program Colony 1.2
(WANG 2004). The dataset was analyzed with different replicate runs using different seed
numbers to test the stability of the results. Then, to test the relatedness between queens from
the experimental apiary and drones from the DCA for the year 2010, the lod score method
was used (MRTON 1995), a statistic based on a likelihood ratio. First, for each drone x queen
combination, the likelihood that a given drone was the offspring of a given queen of the

experimental apiary was calculated based on shared alleles. Then, the likelihood that the same
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drone was randomly issued from the population was calculated considering the allelic
frequencies of the population. For several loci, both likelihoods are the product of likelihood
at each locus, provided that loci are genetically independent and that there is no linkage
disequilibrium between loci. The lod score was calculated from the ratio between these two
likelihoods. Lod scores are the decimal logarithms of likelihood ratios, so that multilocus lod

scores are sums of lod scores over all loci.

Drone brood production

The drone brood production was analyzed for each colony of the experimental apiary in 2010
in order to see whether it was congruent with the number of colonies presented in the DCA
the same year. Pictures of the frames were taken every two weeks for each colony. This
experiment was done from March to September 2010, on a set of 24 colonies, the same that
were genetically characterized (see above). The number of drone brood cells was counted
manually using the Image J softwares@AMOFF et al. 2004). The possible link between the
number of drone producing colonies found in the DCA during the two different samplings
(early and late) and the number of drones produced by the colonies of the experimental apiary
twelve to forty-six days before the samplings, was also considered. This time frame was
chosen to apprehend at best the quantity of drone produced, knowing the time needed between

the capping and the full maturation of drones and their lifespamsin 1987).

Results
Population structure

DCA were significantly differentiated among the three sampjtrars (Fisher’s exact test P-
value<0.05). Beside this overall differentiation, all pairwise differentiations between samples,
the three sampling DCA and the surrounding colonies, were also significant although

multilocus Fst values were mostly small (Table 1).

The analysis of the population substructure on the DCA merging the three sampling years was
run with the program Structure for 1 to 10 subpopulations and yielded the highest probability
for K=1 subpopulation. No recognizable substructure among the three sampling years was

observed (Figure 1).
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Introgression

Considering the 33 diagnostic alleles between M and C lineages (Begtrahdh prep), the
proportion of alleles issued from introgression process was estimated by population. Table 2
shows the level of introgression by the C lineage in the three sampling years in the DCA and
in the surrounding colonies. The level of introgression is similar for the different samplings in
the DCA, but 2011 seems to have a lower level than the two other years. Sample from 2011 is
however the smallest one and this result may only be a random effect. Indeed, in 2011, only
96 drones were captured, while 183 and 192 were captured in 2010 and 2012 respectively.
The same analysis was performed for the queens of the experimental apiary in 2010. The 24
gueens of the experimental apiary show a level of introgression similar to the DCA. The
surrounding colonies show a similar level of introgression as the samples from the DCA
located in the preservation center except for the 2011 sample (Mann-Whitney-Wilcoxon P-
values >0.05 after Benjamini and Hochberg correction for multiple testing). This result
indicates that the preservation center may be not isolated from the surrounding colonies,
considering that the same alleles diagnostic of C lineage were identified in both the DCA and

the surrounding colonies.

The unrooted Neighbor-Joining tree based on the Cafaliza’s distances between the
sampling years in the DCA, the colonies surrounding the preservation center and populations
taken as references for the different lineages (Figure 2) shows results consistent with the Fst
analysis. The three sampling years are closer to one another than to any other population. The
surrounding colonies are closer to the M lineage population than to other lineages.
Furthermore, the terminal branches leading to population samples are far longer than internal

branches of the tree, supporting the low level of structure.
Number of drone producing colonies and drone assignment

The samples from the three years were each analyzed with the program Colony to estimate the
number of queens providing drones. All the replicate runs gave similar results. The average
numbers of reconstructed queens are 56.4 + 0.52 (mean = SD) for 2010, 36.2 + 0.45 (mean +
SD) for 2011 and 75 = 1.22 (mean + SD) for 2012. The number of drones per colony ranges

from one to thirteen.

The results obtained with the lod score method were congruent with the estimation of the

drone producing colonies. Indeed among the 56 reconstructed queens, three are located in the
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experimental apiary of the preservation center. These three colonies produced 13, 12 and 1
drones respectively (Table 3). So, 26 drones found in the DCA were produced in the
experimental apiary. These three sibships were also given in the reconstruction made by
Colony except for the lonely drone which was associated to other drones in a “putative

family”. Furthermore when we considered the two samplings in the DCA (June and July),

among the 63 drones sampled in June, 2 were produced in the experimental apiary, and 24
among the 120 sampled in July were produced in the experimental apiary.

Interestingly, the contribution of the queens (or colonies) to the DCA can be compared with
the drone production of each colony, which was counted from brood cell observation every
two weeks from March to September. The total quantity of drones produced by each colony in
2010 was not homogeneous among the colonies (Table 4): the number of drones produced
varies from 13 (colony LR1) to 6397 (colony LR56), with a mean value of 2017.4 + 1661.7.
No direct relation is observed between drone production and contribution to the DCA: among
the 3 colonies which participate to the DCA, one produced very few drones (LR25, 57
drones). Furthermore, no drones from colonies LR44, LR7, LR8 or LR16 were found in the
DCA while they produced the highest number of drones (just below LR56). The low
contribution of some colonies could results from a shift in the period of production. Temporal
analysis of the drone production (Figure 3) shows however that it was equivalent for the
different colonies. Production mostly initiates at mid-April and stopped at the end of July. A
second peak is observed in the second half of August for LR34, LR8 and with smallest
intensity for LR14. However, considering the sampling period (June and July), all the

colonies should have provided drones in proportion corresponding to their global production.

Discussion

The mitochondrial introgression by the C lineage is about 23% in this DCA (Begdtaid
submitted). The level of mitochondrial introgression is similar to the nuclear one although
slightly higher. This supports a non recent hybridization between M and C lineages and the
absence of massive importation over a short period of timeRrNERY et al. 1998h
BERTRAND in preparation). Most of the samples show introgression on one to three loci
among 12 (data not shown) and no introgression level was observed at more than 8 markers.

Such introgression level resulting from recent importation should result in admixture of
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individuals with introgression on all the 12 loci and individuals with no introgression at all.
The picture depicted by the introgression level over the 12 loci reveals a well installed
admixture between M and C lineages.

When considering the surrounding colonies, the level of nuclear introgression is similar to
that observed in the DCA. On the contrary, the mitochondrial introgression of the surrounding
colonies is about 60% according to the results obtained by BertasdBERTRAND et al
submitted). This difference between the mitochondrial and nuclear introgressions could be
due to the importation of non-local queens in the surrounding area. If these queens mated with
local drones, their nuclear alleles are rapidly diluted by local alleles, while their mitochondrial
DNA is directly maintained in their descent. A such difference between mitochondrial and

nuclear introgression has already been observed in previous studre&ERS et al. 1998b).

The fact that only 26 drones among 183 (14%) were produced in the experimental apiary is
very surprising. According to Koeniget al. (KOENIGER et al. 2005) drones go to the closest
DCA. So, either the other drones die before gathering in a DCA, or they go to a not yet
detected DCA. If we consider that the hypothesis of another DCA is the most likely regarding
the field work observations (no dead drones on the apiary ground), this other DCA should be
as close to the experimental apiary as the DCA studied here. Further investigation concerning
finding other DCAs should be undertaken. According to the lod score results, 2 drones from
the experimental apiary were sampled in June in the DCA while 24 were sampled in July.
These observations are in agreement with the drone brood productions. Indeed, 12 to 46 days
before the July sampling, colonies were at their maximum production of drones (Figure 3).
Whereas 12 to 46 days before the June sampling, they were at about their minimum
production. This indicates that surrounding colonies would produce drones earlier than
colonies from the experimental apiary, which is a characteristic of non-local subspecies
(ADAM 1983 RUTTNER 1988).

Moreover the 26 drones were produced by three different colonies only. These colonies were
not the most productive ones (except for LR56). Indeed, the colony LR56 was the most
productive colony, but it appeared that it had a specific drone frame (frame with drone size
alveoli, human made for the production of drones). So, it was not surprising that 13 drones
from this colony were found at the same time in the DCA. The case of the colonies LR32 and

LR25 are trickier. Finding drones from the LR32 colony was not that surprising, but, not
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detecting drones from as productive colonies (like LR8, LR34 and LR44) is. On the contrary,

finding drone from a low productive colony (LR25) was unexpected.

The number of colonies estimated as genitor of the DCA sample is low. Indeed, only 56
different queen genotypes were observed in the DCA sample in 2010. Even if the real
effective number of participating colonies to the DCA is likely higher, this number is low
compared to previous observations made by Baatligl (BAUDRY et al. 1998) in similar
environment. Among their 142 drones they had 107 observed siblings, whereas in the present
study, among 183 drones only 56 siblings are observed. The effective number of colonies
contributing to the DCA has been observed to be set up with up to 240 colenies{Bet

al. 1998). However, in wild African populations, only about 50 different colonies have been
identified contributing to a DCA (MRITz et al. 2008). Many hypotheses could explain this

low number of participating colonies. First, if the formation of drone congregations is, as
described by Muelleet al. (MUELLER et al. 2012a) “an effective behavioural mechanism to
decrease the chances of inbreeding and to lower the probability oftsigtesr- matings”,

drones could avoid a close congregation. But this observation is particularly true for
monoandrous species, and not observed in polyandrous species until oewGER et al.

2005 MUELLER et al. 2012a). Nevertheless, the presence of others DCA should be
investigated in order to check the presence of drones from the experimental apiary. Second,
the low number of contributing colonies could be due to a low colony density in the area.
Indeed, only amateur beekeepers are established with a few numbers of colonies each. Third,
this low number of colonies could be explained by the presence of numerous “cousin drones”

in the DCA. These cousin drones would lead to an underestimation of the total number of
colonies contributing to the DCA MBDRY et al. 1998). As the experimental apiary was
initiated in 2005 with 15 colonies and then enlarged by colony divisions until 2010, it is very
likely that colony swarming occurred in the area since 2005 leading to closely related
undetected colonies (feral cousin swarms). This is in opposition to the observations made by
Jafféet al (JAFFE et al. 2009). They indeed saw that wild honeybee populations seem to be
absent in Europe, and that European honeybee populations are mainly composed of managed
bees. Even if disease dissemination and land use are of great concern for honeybees in Europe
(BROwN and RAxTON 2009), the present study suggest the existence of wild populations in

some nature reserves where no professional beekeeper is established.
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Tables

Table 1: Pairwise Fst values between the three sampled years in the DCA and the colonies
surrounding the preservation center.

DCA 2010 DCA 2011 DCA 2012
DCA 2011 | 0.0121
DCA 2012 | 0.0193 0.0288
Surr apiarie§ 0.0131 0.0261 0.0101

Table 2: Introgression level of the three sampled years in the DCA and the surrounding
colonies calculated from allele frequencies of an admixture of C lineage populations. Values
indicated are the mean calculated on 12 out of the 14 loci analysed and the standard error.

DCA 2010

DCA_2011

DCA 2012

Queens_201

Surr apiaries

introgressior

0.160 * 0.0§

0.098 * 0.04

0.160 * 0.05]

0.123 + 0.044

0.216 + 0.06]
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Table 3: Lod score values of each drone issued from one of the three drone producing

colonies in 2010.

Sample
Name Queen LR25 Queen LR3Z Queen LR5€
DCA 18 - 3.52 -
DCA_33 - - 3.75
DCA 68 - 4.67 -
DCA 72 3.67 - -
DCA 76 - 1.66 -
DCA 78 - 4.07 -
DCA 82 - 4.37 -
DCA 85 - - 3.77
DCA_88 - - 4.74
DCA 94 - - 4.02
DCA 97 - - 2.95
DCA 98 - - 2.68
DCA 100 - 5.73 -
DCA 107 - 4.55 -
DCA 108 - - 4.34
DCA 115 - - 3.1
DCA 119 - - 3.71
DCA 126 - - 4.28
DCA 127 - 2.54 -
DCA 137 - 4.09 -
DCA 140 - - 2.80
DCA 157 - 5.37 -
DCA_160 - 3.95 -
DCA 169 - - 4.95
DCA 182 - - 3.39
DCA_ 183 - 2.77 -
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Table 4: Total drone brood production by the experimental apiary colonies in 2010.

Colonies | Drone brood production
LR1 13
LR6 405
LR7 3617
LR8 4091
LR9 1277
LR11 908
LR14 2803
LR15 1662
LR16 4959
LR22 511
LR24 1280
LR25 57
LR26 1410
LR29 2331
LR30 1562
LR32 3554
LR33 112
LR34 2571
LR35 2291
LR37 1269
LR38 1282
LR42 467
LR44 3589
LR56 6397

Figures

Figure 1: Graphical visualization of the results obtained with the program Structure when
assuming three different subpopulations contributed to the DCA setup
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Figure 2: Unrooted neighbor-joining tree based on CaSédliza’s distances between
populations. The three sampled year in the DCA, the surrounding colonies, and hybrid
selected strain between M and C lineages (Buckfast) and populations taken as references for

the four lineages are represented.
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Figure 3: Drone brood production by each of the experimental apiary colonies in 2010.
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CONCLUSIONS ET
PERSPECTIVES




Cette thése vait différents objectifs. Dans un premier temps, il s’agissait de caractériser
génétiquementt de comparer six conservatoires Européens d’abeilles noires Apis mellifera
mellifera(A. m. mellifera.

Ensuite, en étudiant plus particulierement le conseiread’Tle-de-France (CANIF), j’ai pu
déterminer les parametres de conservation (comme la taille de la population et les flux de
genes), estimer les risques d’introgression liés a I’importation de colonies d’autres lignées
évolutives et tester I’efficacité des actions de conservation sur une échelle de trois années
consecutives.

Enfin, en analysant une congrégation de males au sein de ce méme conservatoire, j’ai pu

obtenir des résultats préliminaires concernant le comportement reproducteur d’une population

a 1’état naturel.

Les populations des conservatoires étudiés présentent, de maniére générale, un niveau
d’introgression d’au moins 10% (correspondant a des all¢les allochtones). Cependant, le
conservatoire d’Ouessant se distingue particulierement. Cette étude a permis de montrer que

les derniéres populations pures d’abeilles noires, situées sur cette 1’ille ont une diversité
génétique trop faible pour envisager un maintien et une conservation a long terme de la sous-
espece. Il faudrait cependant approfondir les recherches afin de différencier lesssimogre
naturelles (zones de contact naturelles entre deux sous-espéces, comme en Savoie) des

introgressions artificielles liées a I’importation de colonies non locales.

L’utilisation des marqueurs neutres indépendants génétiquement a donc permis de caractériser

le niveau d’introgression globale des populations frangaises. J’ai pris le parti au cours de cette

étude de considérer que tous les marqueurs étaient indépendants bien que certains soient liés
physiquiement (distance minimale entre marqueurs de 20cM). Cependant, 1’analyse des

quelques marqueurs, a priori liés physiquement, n’a pas permis de conclure quant a leur

liaison génétique dans le cas présent. En effet, il semblerait que la présence d’introgression

sur un locus donné ne coincide pas obligatoirement avec la présence d’introgression sur le

locus qui lui est associé. Par conséquent, la présence aléatoire d’alléles introgressés suggere

des hybridations plutét anciennes liées a des importations massives de colonies non locales,
notamment dans les régions ou I’apiculture professionnelle est rare, comme en Ile-de-France.

En revanche, une augmentation du nombre de marqueurs présentant des alleles introgressés,
est vraisemblablement le résultat d’hybridations plus récentes dans les zones ou 1’apiculture
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professionnelle est intense, comme en Vendée, ou dans des régions de contact naturel entre
sous-especes, comme en Savoie.

Ainsi, I’utilisation de marqueurs réellement liés génétiquement (plusieurs couples) permettrait

de renseigner davantage sur I’ancienneté de I’hybridation entre sous-espéces. En effet, compte

tenu du fort taux de recombinaison trouvé chez 1’Abeille (BEYE et al. 2006), le déséquilibre

de liaison entre marqueurs aura tendance a étre trés rapidement perdu avec 1’utilisation de
marqueurs indépendants. Au contraire, avec des marqueurs génétiquement liés, ce

déséquilibre de liaison sera conserveé plus longtemps dans la descendance.

Concernant 1’é¢tude des fratries, 1’utilisation simultanée de marqueurs indépendants avec des
marqueurs liés génétiquement permettrait également de réduire la probabilité d’obtenir des
génotypes identiques par hasard entre deux individus différents. Cette approche confirmerait
les génotypes des reines déja estimiddes génotypes des ouvriéres grace aux marqueurs
indépendants. Cela permettrait également de discriminer les fratries réelles dans les
congrégations de males, et d’avoir une estimation plus fiable du nombre effectif de colonies

participant a la formation de la congrégation de méles.

Toutefois, en considérant le nombre important de locus analysés par individu (14 locus), les
études présentées dans ce travail possedent une finesse non négligeable, bien que réalisées a
partir de marqueurs indépendants. Pour caractériser encore davantage ces populations,
I’utilisation de technique de manipulation d’ADN « historique » (échantillons de musée datant

du XIX®™ siécle par exemple) semble envisageable. Ces techniques progressent rapidement,
et deviennent accessibles pour ’analyse de populations d’invertébrés comme la cicindéle
(Cicindela dorsalig insecte menacé d’extinction (GOLDSTEIN and DESALLE 2003)
Appliquées a I’Abeille, ces techniques permettraient, a condition d’avoir un échantillonnage

suffisant, de donner une vraie caractérisation de la diversit¢é d’A. m. melliferaavant les
importations. Des haplotypes spécifiques de régions géographiques ainsi que des alléles
réellement diagnostiques des différentes lignées pourraient éventuellement méme étre

identifiés.

L’¢étude du conservatoire d’lle-de-France a été porteuse sur plusieurs points. L’ADN
mitochondrial a montré qu’en dix ans, le nombre de colonies non locales avait

significativement augmenté (passage de 50% a plus de 60%). Toutefois les analyses portant
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sur I’ADN nucléaires mettent en évidence que ces reines importées ont été fécondées par des

males locaux(taux d’introgression de 1’ordre de 20%), et ce a D’intérieur méme du
conservatoire comme dans les populations environnantes. Ce résultat semble donc
encourageant aux vues des efforts de conservation mis en place.

Une hypothese suggérée lors de cettectheémit la présence d’essaims sauvages dans la

région llede-France. En effet, la contribution des colonies a la formation de la congrégation
en 2010 est trop faible pour exclure la contribution de colonies avoisinantes. Toutefois, avant
d’affirmer que ces essaims sauvages seraient effectivement présents, il faudrait tout d’abord
échantillonner I’ensemble des colonies du conservatoire, ainsi que les populations autour du
conservatoire dans un rayon de 15 km (distance maximale observée entre une congrégation et
une colonie dont était issue 1’un des males analysés, (JENSEN et al. 2005b)). Cette analyse
demanderait un fort investissement financier et temporel, puisqu’elle nécessiterait le
génotypage de plus de 10 000 ouvrieres (correspondant aux 200 colonies présentes au sein du
conservatoire en 2012 ainsi qu’aux 280 colonies autour du conservatoire, sachant que
I’obtention du génotype d’une reine demande I’analyse de 22 ouvrieres au minimum,

I’obtention des fratries quant a elle nécessite I’analyse de 48 ouvrieres par colonie).

En ce qui concerne les congrégations de maéles, troisieme volet de cette étude, I’hypothese de

la présence d’autres congrégations non loin du rucher expérimental est retenue. Cette
hypothése est en accord avec les observations d’études précédentes (KOENIGER et al. 2005

MUELLER et al. 2012b). La recherche de ces autres congrégations doit donc étre envisagée
afin de tester 'une des hypotheses émises au cours de cette thése, a savoir que comme chez

les espéces d’abeilles monoandres, les faux-bourdons ne se rendraient pas préférentiellement
dans des congrégations plus proches. Une expérience envisageable serait du
marquage/recapture des males du rucher expérimental, une fois les congrégations identifiées.
Toutefois, il faudrait alors considérer les biais induits par le stress lié au marquage des males,
a savoir la fatigue des males qui seraient donc moins enclin a se rendre dans les
congrégations, ainsi que les effets de prédations, augmentées avec la présence d’'un marquage

sur le thorax des males. Une solution serait alors 1’utilisation de poudres fluorescentes, non
détectables a I’ceil nu. Une autre expérience serait également possible. Il s’agit de 1’utilisation

de puces RFID (Radio Frequency IDentification) qui permettrait de visualiser le déplacement
des faux-bourdons grace a des images satellites. La détection des différentes congrégations

serait alos plus facile, si I’on considére que tous les males ont la méme probabilité de gagner
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chaque congrégation. Cette expérience de marquage avec des puces RFID permettrait
également 1’étude des males issus d’ouvrieres (colonies bourdonneuses ou lorsque le

« worker-policing » est inefficace). En effet, suite aux observations de surface de couvain, on
remarque que les alvéoles de males sont regroupées sur les cadres, mais certaines alvéoles
sont completement isolées. Une hypothese serait que ces alvéoles isolées seraient dues a la
ponte d’ouvriéres. Toutefois cette technique est trés onéreuse et nécessite un nombre

important de puces (plus de 600 puces utilisées lors d’une étude sur 1’effet des pesticides sur

le butinage des ouvrieres,ENRY et al.2012).

Les questions quant a la conservation de I’ Abeille Noire restent multiples, notamment celle de

la conservation de sous-especes. Ce concept est, en effet, sujet a débat. Le terme sous-espéece
défini par Linné selon des criteres morphologiques, est considéré par certains comme « le
concept le plus critique et désordonné de la systématique modémesoN and BROWN

1953). Les sousspéces seraient en fait le reflet de 1’adaptation locale des espéces et seules

des analyses génétiques permettraient de les valider définitivememtri@T 2010). Dans

le cas de I’ Abeille, les sous-espéces déterminées morphologiquement ont été validées par des
analyses moléculaires. Ainsi, 26 sous-especes différentes ont été identifiées, dont 10 présentes
en Europe.

En plus des différentes maladies que subissent les abeilles, 1’apiculture moderne joue un role

non négligeable dans le déclin des colonies. En effet, les importations massives de colonies
non locales ont tendance a déstructurer et homogénéiser la diversité des lignées
géographiquement identifiées. L’¢levage de reines influencerait également la baisse de

diversité génétique des populations. Des analyses ont montré que seulement 500 éleveurs
avaient fourni la majorité des colonies en place aux Etats-UaisrSand $IEPPARD 1996

DELANEY et al. 2009) En ce qui concerne I’Europe, aucune étude n’a été entreprise pour
déterminer le nombre d’éleveurs et les sous-especes utilisées.

La diversité génétique joue un role primordial a 1’échelle de la colonie. Elle permet de
meilleures résistances aux maladies, thermorégulations, et valeurs adaptatirres diid

NIELSEN 2002). Ainsi, en sélectionnant certaines colonies selon des criteres de production de

miel, une contre -sélection des caracteres de résistance aux maladies peut avoir lieu.
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La question de la conservation de [’adaptation locale mérite €galement d’étre posée.
L’adaptation locale signifie qu’au cours des générations successives, certaines colonies seront

meilleures que d’autres. Cela sous entend qu’elles sont mieux adaptées a leur environnement

et a leurs pathogeénes. En absence d’importation de colonies, cette adaptation se fait selon le

principe de sélection naturelle. Toutefois, cette sélection naturelle se fait de moins en moins
en apiculture moderne. (RTNER and RITTNER 1972) a définit des caractéristiques appelées

« performances » (production de miel, essaimage, douceur) liées a chaque lignée évolutive.
Ces performates sont reconnues dans I’Europe entiére et servent de base pour la
commercialisation de colonies. Ainsi, en favorisant ces performances au détriment de
caracteres liés a la résistance aux pathogenes, des colonies moins bien adaptées seront
artificiellement maintenues par nourrissage et traitement contre les parasites. Ces colonies
moins adaptées pourraient sembler a tord en meilleure santé que des colonies non traitées et
pourraient alors servir de référence dans 1’¢levage de reine et la production de males (DUAY et

al. 2002). En définitive, ces colonies artificiellement maintenues auraient plus de chance de
perdurer au cours des générations futures que celles qui seraient, selon la sélection naturelle,
les mieux adaptées.

Une expérience intéressante afin de discriminer ces colonies naturellement mieux adaptées
serait que tous les conservatoires européens laissent les colonies « se débrouiller seules ». En
absence de traitement contfarroa destructoracarien importé, parasite de 1’Abeille) et de

nourriture autre que les récoltes faites par la colonie elle-méme, seules les colonies les plus
adaptées survivront (communication personnelle avec Dorian Pritchard). Ainsi, 1’adaptation

locale serait mise en avant. Les colonies ayant survécu a I’expérience pourraient alors servir

de ase a la mise en place d’un conservatoire Européen d’A. m. mellifera

Les conservatoires d’abeilles ne peuvent étre maintenus qu’avec 1’aide des apiculteurs locaux.

Le cas du conservatoire mis en place sur 1’ile danoise de Laso peut servir d’exemple dans ce

cas précis. Une décision de justice a rendu dés 1998 I’importation d’especes et de sous-

espéces notocales illégale sur I'ile, afin de favoriser la conservation d’A. m. mellifera
Toutefois, un recensement génétique des colonies fait en 2003 a démontré que seulement 35%
des colonies étaient identifiées comme m. melliferaalors que 55% étaient identifiées
comme hybrides et 10% commfe m. ligustica sous-espéce appartenant a la lignée C

(JENsSENet al.2005a) Cette démarche répressive s’est donc avérée peu efficace.
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L’arrét de I’importation de colonies a fort rendement ne sera pas facile. Cette pratique est tres
couramment utilisée en apiculture @ame. Dans ’apiculture professionnelle, les abeilles
melliféres ont un intérét économique trés important, rendant donc 1’utilisation de lignées
allochtones plus productrices d’autant plus tentante. Si 1’on considére le faible impact que la
|égislation aecu sur la conservation de 1’ Abeille Noire sur I’ile de Laeso, une alternative serait

de récompenser les efforts de conservation. Ces récompenses pourraient étre soit
I’augmentation des prix des produits issus d’A. m. melliferasoit la subvention des apiculteurs
utilisant les sousspéces locales. La régulation européenne de 1’apiculture biologique (EC n°
1804/1999) statue qu’il est préférable d’utiliser les lignées Européennes d’A. melliferaet les
écotypes locaux ». Rendre cette clause, non plus pr&fénatis obligatoire pour 1’obtention

du label apiculture biologique serait un premier pas vers la protection 1égale de 1’Abeille

Noire A. m. mellifera.

Dans le cadre plus global de la conservation de I’espéce, si 1’on se réfere aux critéres
nécessaires po qu’un taxon soit inclus dans la Liste Rouge de 1’Union Internationale pour la
Conservation de la Nature A@EGORIES 2001) 1’ Abeille Mellifére devrait étre considérée au
minimum comme Taxon Vulnérable. En effet, au cours des dernieres décennies, le syndrome
d’effondrement des colonies, dont les raisons sont multiples, a causé la perte aux Etats-Unis

de plus de 25% du cheptel total (allant jusqu’a 90% localement). De méme, selon des
publications récentes, les colonies sauvages pourraient avoir completement disparues en
Europe (3FrFE et al.2009) Ceci confirme 1’urgence de I’entrée de 1’ Abeille Mellifére dans la

Liste Rouge de I’UICN.

En considérant que les populations d’abeilles des Etats-Unis sont issues d’un nombre trop
restreint de colonies {¢krsité génétique trop basse), le fait que le syndrome d’effondrement y

soit plus important qu’en Europe est donc compréhensible. Les colonies n’ont plus la capacité
d’adaptation et de résistance aux pathogenes, nécessaire a leur survie. Ainsi, non seulement

cela souligne le caractere indispensable de la diversité génétique, mais également
I’importance de 1’adaptation locale des différentes sous-especes (domA. m. melliferadans

cette étudp Il apparait donc que I’Abeille Noire A. m. melliferadoit étre considérée comme

en danger, et ce sans attendre.

Malgré ce déclin de populations quasi généralisé, on estime souvent que 1’ Abeille n’est pas en

danger. La production relativement stable de miel ainsi que les critéeres peu applicables aux

insectes de I’'UICN peuvent paraitre faussement rassurants. Le statut de 1’Abeille reste
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relativement a part, étant donné la visibilité scientifique donnée a cette espece. Les résultats
assez préoccupants obtenus dans cette étude et qui corroborent des hypothéses précédemmen
émises semblent toutefois appeler a la vigilance. L’Abeille refléte, en effet, au sein de son

habitat naturel non seulement 1’état des populations d’insectes mais au-dela, celui de son

écosysteme dans son ensemble.
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Summary

The honeybee specied\is mellifera L.) is divided in four evolutionary lineages (M: West-
Mediterranean, A: African, C: North-Mediterranean and O: Orient&is@& lineages are also divided
in, at least, 26 subspecies which show a very high geographical structure. Thisestsuttte result of
more than thousand years of evolution (from the last Ice Ages to nowadays).

Among the different subspecies, one is naturally found in France and NortirepeEpis mellifera
mellifera(A. m. melliferg, also known as the Black Honeybee.

For many reasons, non local subspecies, belonging to the C evolutionary lineage, havepteed im
in France since the beginning of the sixties.

These massive importations result in the tendency of losing ofAgie mellifera geographical
repartition and could lead to the loss of the local subspekien.(melliferg and its specific traits.

Many A. m. melliferaconservatories, managed by beekeepers, have been initiated in Europe to
compensate the importation effects on the subspecies. However, no specifications, ngombini
scientific approach and beekeeping, regarding the setup and monitoring of a conservedidmagen

been proposed.

The present study genetically characterized and validated, by the analysiseo€aingregation areas,
different European conservatories.

A protocol regarding the setup and, scientific and beekeeping, monitoring of conservation centers have
been proposed.

Finally, a preliminary study, regarding the specific honeybee mating systemsainupiication on
conservation programs, has been initiated in the lle-de-France region.

This thesis presents interesting results.

First, the conservatories analyzed show a level of introgression, by C lineagendoggh and a
genetic diversity high enough to be validated Aasm. melliferaconservation centers. But, the
introgression cannot increase, and/or the genetic diversity cannot decreasejtdremesare indeed
necessary for any Black Honeybee conservation center.

Second, the geographical isolation of conservatories is not needed, it could even be noenesan
because of the possible loss of genetic diversity implied, to set up conservatea.ddatvever, it is
really important to genetically characterize the colonies surrounding the cooserVéis is, indeed,
needed to estimate and limit the risk of introgression by non local colonies.

Different hypotheses proposed is this thesis do not corroborate the conclusions of pradieasost

A. mellifera

It seems that drones do not go to the closest drone congregation. But the questimr ey go to
another congregation or they do not have the same probability to join a congregatbranswer.

This analysis has to be more precisely considered in further studies.

The most striking result is the possible presence of feral swarms lleitle-France region. These
swarms were supposed to have disappeared because of the invasion of the\faarasitéestructor

in Europe. However, this new and interesting hypothesis has to be confirmed by mose preci
analyses. Nevertheless, the occurrence of feral swarms would be very encouragiig for t
conservation oA. m. melliferabut also for the conservation of the whole species.



Résumé

L’abeille mellifere (Apis mellifera L.) est divisée en quatre lignées évolutives (M: Ouest-
Méditerranéenne, A : Africaine, C : Nord-Méditerranéenne et O : Orientdlied-mémes divisées en
au moins 26 sous-espéces. Ces lignées et sous-espéces Sont caractérisées parfamee tres
structuration géographique. Cette structure est le fruit de milliers d’années d’évolution (depuis les
dernieres glaciations jusqu’a nos jours).

Parmi les différentes sous-especes, on distingue notamitpienimellifera mellifergdA. m. melliferd,
également connue sous le nom de « Abeille noire ». Cette sous-espéce est naturellemeneprésen
France et en Europe du Nord.

Pour diverses raisons, des sous-especes non locales, appartenant en particulier a laskgmée C
importées depuis les années 60 en France.

Ces importations, souvent massives, ont tendance a déstructurer la répartiticaptggogr de
I’espéce et pourraient mener a une perte de la sous-espece locale et de ses caractéristiques spécifiques.

Des conservatoires d’A. m. melliferagérés par des associations d’apiculteurs, ont progressivement vu
le jour en Europe, pour limiter les effets des importations. Toutefois, aucun « cah@radgss »,
couplant 1’aspect scientifique de la conservation avec I’apiculture, n’a encore été émis.

La présente thése a donc permis, par I’étude de congrégation de males d’abeilles, de caractériser et
valider des conservatoires Européens.

Un protocole, quant a la mise en place et au suivi scientifique ainsi qu’apicole de ces conservatoires a
été proposeé.

Enfin, une étude préliminaire du fonctionnement reproducteur d’une population d’abeilles a ét¢ menée

en lle-deFrance. Cette étude a été entreprise dans le but d’apporter de nouvelles informations pour les
programmes élconservation de I’espece et de 1’ Abeille noire.

Il ressort de cette thése que la majorité des conservatoires étudiés présentent un niveau d’introgression
(par la lignée Nord-Méditerranéenne) suffisamment faible et une diversitéggénsuffisante pour
étre acceptés comme conservatoires. Il faut cependant maintenir le faible niveau d’introgression, d’une
part, et, d’autre part, la diversité génétique suffisante, ces critéres étant indispensable pour tout
conservatoire d’A. m. mellifera

Il apparait égal@ent que I’isolement géographique n’est pas obligatoire, voire méme non
recommandé, pour 1’établissement d’un conservatoire. Mais, il est important de caractériser
I’ensemble des populations situées autour des zones conservatoires. Cette caractérisation a, en effet,
pour but d’estimer et de limiter les risques d’introgression par des colonies non locales.

Plusieurs hypothéses émises au cours de cette analyse réfuteraient les conclusions lapsskss
études précédemment réalisées sur I’espece A. mellifera

En effet, il semblerait que les « faux bourdons » ne se rendent pas a la congrégatitesda pius
proche. Toutefois, une étude plus approfondie du comportement reproducteur doit étre réalisée afin d
valider ou d’infirmer cette hypothése.

Enfin, des essaims naturels pourraient étre présents dans la région lle-de-Francsai@estsent
considérer comme complétement disparus, a cause de I’invasion du parasite Varroa destructoren
Europe. Cette nouvelle hypothése doit cependant étre confirréed’ qutres analyses plus
approfondie. La présence de ces essaims naturels serait trés encourageante pour la conservation d’A.

m. melliferg mais également de I’espéce en générale.



