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Abstract

Neet-Sarqueda C., Plumettaz Clot A.-C., Becholey I. 1988. Visualisation of introgressive
hybridization between Pinus sylvestris L. and Pinus uncinata DC. in Wallis (Switzerland)
with two multivariate methods. Bot. Helv. 98: 161-169.

Natural hybridization may occur between sympatric species or semi-species of plants
where the ecological conditions are permissive. The reproduction of natural hybrids in
plants groups with an outcrossing breeding system commonly follows the pathway of
back-crossing and introgression, i.e. the infiltration of genes from the donor species to
the recipient species. To show a clear pattern of natural hybridization between Pinus
sylvestris and Pinus uncinata, where these parapatric species come into contact, a
comparison of morphological data was made between a pure population of each species and
a syntopic population. The intermediate forms were visualized by a discriminant function
and Wells distance coefficient taken as a hybridization index. These two techniques show
that the two species are distinct but that the suspected hybrids form a morphological
continuum between the taxa. Both of these multivariate methods produced the same
ordination of the suspected hybrids between the pure species. Such classifications may
be of great interest for comparisons with biochemical data on introgression.

Introduction

Dans les Alpes nord-occidentales le genre Pinus est represente par Pinus sylvestris L.,
P. uncinata DC1 et P. cembra L. Les deux premieres especes sont des essences heliophiles
peu exigeantes, capables de coloniser divers milieux mais supportant mal la concurrence.
Ces deux especes occupent des niches differentes: P. sylvestris se rencontre surtout ä

l'etage montagnard et peut faire des incursions jusqu'ä l'etage collineen. En exposition

1 Nous suivrons la nomenclature de Greuter et al. (1984). Med-Checklist.
Pinus mugo aggr. (groupe pins de montagne)
Pinus mugo Turra (pin rampant)
Pinus uncinata DC (pin ä crochets).
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sud, sa large distribution altitudinale recouvre en partie celle des autres pins (Hainard
1969). P. uncinata supporte les sols les plus pauvres en elements nutritifs (Klötzli comm.
pers.) et croit, generalement, sur les affleurements rocheux et les blocs (Beguin et Theuril-
lat 1982). II remplace le pin sylvestre ä l'etage subalpin et peut atteindre la limite
superieure de la foret (2300 m, Oberdorfer 1983).

De nombreux auteurs ont mentionne l'existence de formes intermediaires ou
d'hybrides entre le pin sylvestre et le pin ä crochets, notamment en France (Gaussen
1931, 1960, Flous 1933, Probst 1983), en Pologne (Staszkiewicz et Tyszkiewicz 1969,
1972), en Tchecoslovaquie et au Danemark (Petersen 1903), en Espagne (Vigo 1974).

En Suisse, plusieurs auteurs ont Signale des zones de contact entre le pin sylvestre et
le pin ä crochets. En Haute-Engadine, Christ (1864) observe une grande variation sur des
individus proches des pins de montagne; il en conclut ä la presence d'hybrides que
Brügger (1886) designera par le binome P. rhaetica. Brunies (1906), par l'etude detaillee
des aiguilles, signale l'existence de formes intermediaires dans le pare national suisse.
Gams (1928/1929) et Schmid (1936, 1951) ont, eux aussi, decele la presence d'individus
hybrides ä l'etage subalpin valaisan. Une etude interessante est menee par Marcet (1967),
sur des hybrides spontanes entre P. mugo Turra 2 et P. sylvestris L. en Europe; la caracte-
risation des arbres est realisee par l'etude morphometrique et anatomique des aiguilles.
Marcet distingue P. sylvestris de P. mugo et montre l'existence de formes intermediaires
qu'il considere comme hybrides naturels de ces deux taxons. Sa conclusion stipule qu'un
continuum dans la variation des caracteres indiquerait la coexistence d'hybrides de
plusieurs generations, certains etant issus de croisements en retour. De leur cote,
Staszkiewicz et Tyskiewicz (1969, 1972) et Probst (1983) ont observe des phenomenes
d'hybridation introgressive lä oü des populations de pin sylvestre et de pin de montagne
sont en contact. De plus, les essais de croisements en culture de Liese (1927), Dengler
(1942) et Schütt & Hattemer (1959) ont montre que la garniture des deux pins (2n 24)
est compatible, bien que Saylor (1964) ait pu mettre en evidence chez P. sylvestris que
certains bras chromosomiques sont legerement plus long que chez P. uncinata.

Etant donne que l'hybridation introgressive s'avere etre difficile ä mettre en evidence

par l'emploi de cyclogrammes (Staszkiewicz et Tyszkiewicz 1972, Probst 1983) et
d'analyses factorielles en composantes principales de donnees morphologiques (Probst
1983), puisqu'elles n'aboutissent pas ä une visualisation lineaire du passage progressif
d'une espece ä l'autre, nous avons opte pour des methodes qui mettent en evidence
l'introgression par demonstration du caractere intermediaire des hybrides suspectes (voir
Grant 1981, Wells 1980 pour une revue de ces techniques) et qui permettent d'evaluer la
ressemblance de l'individu intermediaire avec les deux especes pures en le situant sur un
axe lineaire separant les poles que constituent ces especes (Wells 1980). Ce dernier type
d'approche peut s'averer d'une tres grande utilite lors de comparaisons, telles Celles que
nous envisageons d'effectuer, entre donneess morphologiques et biochimiques provenant
des memes individus. En effet, une introgression decelee au niveau de plusieurs caracteres
morphologiques devrait etre confirmee par des donnees biochimiques pour ecarter
d'eventuelles interpretations alternatives a l'introgression, comme, par exemple, une tres
forte variability intraspecifique determinee essentiellement par les conditions du milieu.

A cette fin, nous avons mene une etude morphometrique sur trois populations: une
population pure de P. sylvestris et de P. uncinata, et une population en zone de contact
de ces especes en Valais. Les donnees morphometriques ont ete soumises ä deux methodes

2 Pinus mugo Turra sensu Marcet (1967) doit etre considere comme equivalent ä Pinus mugo aggr.
sensu Greuter et al. (1984).
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multivariees qui permettent de maximiser la distance entre especes et de representer
lineairement la position intermediaire des individus de la zone de contact supposes etre
hybrides introgressifs.

Ces deux methodes sont: l'analyse discriminante et une representation geometrique
basee sur la distance euclidienne (Wells 1980).

Materiel et methodes

Choix des populations

II faut des conditions ecologiques particulieres pour que P. sylvestris et P. uncinata
soient mis en etroit contact et forment des populations mixtes. Dans les Drances valai-
sannes, le flanc est de la montagne du Catogne, s'etageant de 800 ä 2600 m, offre de telles
conditions: on trouve des pinedes denses de pin sylvestre au pied de la montagne. Des
pins sylvestres isoles, sont dissemines jusque vers 1700 m, parmi les epiceas et les melezes,
sur des cretes morainiques. Les pins ä crochets occupent les dalles calcaires sommitales
et descendent jusque vers 1100m ä la faveur de couloirs ä avalanches et de dalles
rocheuses. Sur ce flanc, au lieu-dit Le Devin, nous avons choisi deux sites d'echantil-
lonnage en zone de contact des deux especes, dont les caracteristiques ecologiques sont
donnees au tableau 1. La population pure du pin sylvestre a ete prise ä Chamoson (VS),
oü l'altitude est suffisamment basse et oü, le climat et le sol sont suffisamment sees pour
exclure la presence du pin ä crochets. Pour le pin ä crochets nous avons choisi la region
d'Anzeindaz-Solalex (VD), lä oü l'altitude relativement elevee et un mesoclimat froid et
humide excluent le pin sylvestre (tableau 1).

Mesures morphometriques

Pour chacune des trois populations, 25 arbres ont ete echantillonnes au hasard et, sur
chaque arbre, une dizaine de rameaux porteurs d'aiguilles on ete preleves, ainsi que
quelques cones.

Les 75 arbres ont fait l'objet de mesures portant sur 26 caracteres. Dans cet article,
nous ne mentionnerons que les caracteres utilises dans les analyses, les autres n'ayant pas
ete retenus, soit parce qu'ils n'apportaient aucune information discriminante, soit parce
qu'un nombre insufflsant d'individus ont ete mesures (pour les caracteres lies aux cones
notamment). Concernant les aiguilles, nous avons preleve de faQon aleatoire dix paires
d'aiguilles dans la partie centrale des rameaux. Une aiguille par paires a servi ä la mesure
de la longueur des aiguilles, soit la moyenne de dix mesures d'aiguilles pour chaque arbre.
L'autre partie des paires de chaque arbre a ete utilisee pour effectuer des coupes transversales

microscopiques. Ces coupes ont servi ä mesurer la distance entre faisceaux libero-
ligneux, le nombre de canaux resiniferes, l'epaisseur et la largeur des aiguilles ainsi qu'ä
determiner la forme des cellules epidermiques. Chaque arbre est represents par 15 coupes
ä raison de 5 aiguilles par arbre et 3 coupes par aiguille. Certains caracteres concernant
le port des arbres ont aussi ete inclus dans l'etude. L'ensemble des caracteres analyses est

presente dans le tableau 2.

Methodes analytiques

Pour visualiser la distribution de la population mixte ou supposee hybride par
rapport aux populations pures, nous avons eu recours ä une analyse multivariee,
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Tableau 2: caracteres morphologiques consideres dans les analyses multivariees

Caracteres des aiguilles (selon Marcet 1967)

1. Nombre de canaux resiniferes
2. Epaisseur des aiguilles (mm)
3. Longueur des aiguilles (cm)
4. Index de section des aiguilles
5. Largeur des aiguilles (mm)

Caracteres discrets

6. Forme des cellules epidermiques des aiguilles (carree l, rectangulaire 2)
7. Couleur de Tecorce (grise=l, grise-orangee 2, orangee 3)
8. Morphologie de Tecorce (ecailles grandes 1, ecailles moyennes 2, ecailles petites 3)
9. Couleur des aiguilles (vert-jaune l, vert-glauque 2)

1'analyse discriminante. Cette analyse suppose, en principe, Tutilisation de variables
normales et presentant des variances homogenes (Williams 1982). Ces criteres de
distribution nous ont amenes ä selectionner cinq variables parmi les 26 considerees ini-
tialement dans notre etude. L'analyse a ete effectuee avec le logiciel SPSSX (SPSS Inc.
Chicago IL 60611, USA). La fonction discriminante a ete calculee sur la base des deux
echantillons d'especes pures; la fonction obtenue maximalise done la separation entre
especes pures. Cette fonction discriminante a ensuite ete utilisee pour classer les hybrides
presumes sur Taxe separant les especes pures. Cette procedure de classification est done
independante des valeurs mesurees pour les hybrides presumes.

La methode geometrique de Wells (1980) basee sur la distance euclidienne nous a

permis des representer, de maniere analogue mais plus objective que les traditionnels
diagrammes d'Anderson (1949), la position d'individus morphologiquement interme-
diaires et pour lesquels un phenomene d'hybridation est suspecte. Cette methode permet
Tintegration de toutes les variables interessantes sans les restrictions qu'impose 1'analyse
discriminante, et verifie le caractere intermediaire des individus supposes hybrides (Wells
1980). En effet, si les individus sont, dans les diagrammes de Wells, situes en dehors d'une
surface critique, geometriquement intermediaire, cela signifie qu'ils divergent par
certains caracteres des types intermediaires qui devraient etre observes en cas d'intro-
gression. La surface critique est delimitee comme le demi-cercle de surface minimale
englobant tous les individus appartenant aux deux especes pures (fig. 2).

Les deux techniques de visualisation ont ensuite ete comparees de maniere ä evaluer
la similitude de leurs predictions quant ä la position des hybrides entre les deux poles.
Puisque les deux methodes permettent d'attribuer ä chaque individu un rang de proxi-
mite avec Tun des poles, il suffit de determiner la correlation de rang entre les deux
predictions pour evaluer leur similitude. Nous avons done calcule le coefficient de
correlation de rang de Kendall (Bailey 1981) entre les classifications fournies par les deux
methodes. Une correlation significative indique que les methodes fournissent des predictions

similaires sur la position des individus intermediaires entre especes pures.
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Resultats

Fonction discriminante

La separation entre especes pures est extremement nette (lambda de Wilks 0,077,
test de F du lambda de Wilks: p<0,0001, taux de classification correct: 98%). La fig. 1.

montre le resultat graphique obtenu, oü les hybrides forment un continuum entre les
deux especes pures, avec des scores discriminants negatifs et positifs. Les cinq variables
retenues par cette analyse contribuent ä la discrimination, proportionnellement ä leur
correlation avec la fonction discriminante. La contribution la plus importante est due au
nombre de canaux resiniferes (r=-0,583), viennent ensuite l'epaisseur des aiguilles
(r 0,418), la longueur des aiguilles (r 0,410), l'index de section des aiguilles
(r= -0,314), et la largeur des aiguilles (r 0,209).

N n

mm Scores

4 J
Fig. 1. Fonction discriminante maximisant la separation entre les especes Pinns sylvestris (en noir)
et Pinus uncinata (en blanc). Les deux especes sont morphologiquement distinctes et les individus
supposes hybrides (en pointille) se distribuent, sur la meme fonction, selon un continuum entre les
deux especes pures. Les fleches indiquent la moyenne multivariee de chacune des especes pures.

Distance euclidienne de Wells

Neuf variables ont ete selectionnees pour la construction du diagramme de Wells. En
plus des cinq citees dans l'analyse discriminante, nous avons integre quatre variables
discretes permettant une bonne caracterisation des especes pures (tableau 2).

Le diagramme de distance de nos donnees (fig. 2) montre que les especes sont separees
et que la population supposee hybride forme un continuum entre les deux taxons. On
peut aussi noter que tous les hybrides supposes sont inscrits dans le demi-cercle critique
integrant les deux poles de reference des especes. Ceci signifie que tous les individus
supposes hybrides sont morphologiquement intermediaries entre P. sylvestris et P. uncinata

dans le cadre des populations que nous avons etudiees.
La correlation de rang entre les deux classifications (tau de Kendall 0,713,

p< 0,001) indique que les deux techniques aboutissent ä une representation similaire de
la position des individus entre les deux poles constitues par les especes pures (tableau 3).
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0 0.5 1

Fig. 2. Diagramme de Wells pour Pinus sylvestris (o), Pinus uncinata (•) et les individus supposes
hybrides (+). Les individus supposes hybrides sont tous inclus dans la surface critique delimitee par
le demi-cercle englobant les individus des deux especes pures. L'echelle est exprimee en unites de

distance euclidienne normalisee.

Tableau 3: classifications des individus supposes hybrides entre les deux especes, selon les deux
methodes multivariees (chaque individu est designe par un numero et les especes sont designees par
PU pour Pinus uncinata et PS pour P. sylvestris)

Analyse dis-
criminante: PU 5 3 21 7 2 9 4 6 8 12 20 25 11 17 18 16 22 14 23 19 24 10 15 1 13 PS

Distance
euclidienne
de wells :PU21 2 3 5 4 7 12 6 8 9 25 11 20 18 13 23 22 14 24 17 15 16 1 10 19 PS

Discussion

Les deux methodes multivariees utilisees dans cette etude ont fourni des resultats
qui soutiennent nettement l'interpretation d'une introgression entre P. sylvestris et
P. uncinata au niveau de la population mixte etudiee. Les deux methodes sont en accord
dans leurs predictions et complementaires dans leurs enseignements. La fonction discri-
minante a permis de montrer que les especes pures sont tres nettement differenciees.

L'obtention d'un continuum des hybrides supposes entre les especes pures devient des

lors un argument tres convaincant en faveur de l'introgression. En effet, les individus du
Devin ne peuvent etre rattaches ä aucune des especes pures et sont, de ce fait, tres
probablement intermediaires. La description d'hybrides ou de formes intermediaires
types n'a pas ete tentee, mais la fonction discriminante permet de classer, a posteriori,
n'importe quel individu et done d'evaluer son caractere intermediate entre P. sylvestris
et P. uncinata. Ce type d'approche pourrait etre etendu aisement ä des populations plus
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vastes et done etre generalise. Pour cela il faudrait appliquer le meme type d'analyse
discriminante ä d'importants echantillons des deux taxons, representatifs de la variabilite
morphologique intraspecifique. Des lors, un individu intermediaire pourrait raisonnable-
ment etre identifie comme un hybride entre les deux especes. Les correlations des variables

retenues avec la fonction discriminante montrent que les caracteres morphologiques
des aiguilles, lorsqu'ils sont combines lineairement, permettent de separer les especes
pures et de visualiser les individus intermediaires. Ceci est en accord avec l'etude menee
par Marcet (1967) qui a obtenu une bonne separation des especes qui'il a etudiees avec ces
memes caracteres des aiguilles, mis ä part le fait qu'il avait tenu compte de deux autres
variables liees au complexe stomatique. Probst (1983) a egalement souligne la superiorite
que possedent certains caracteres anatomiques des pseudophylles; ceci tient ä leur faible
dependance vis-ä-vis des conditions ambiantes. Par ailleurs leur variation intraspecifique
est assez faible et leur confere un pouvoir de discrimination superieur. En ce qui nous
concerne, il faut aussi relever que certaines variables discretes telles que la forme des
cellules epidermiques des aiguilles, la couleur des aiguilles, la couleur ainsi que la mor-
phologie de l'ecorce, permettent une bonne distinction des especes pures.

Le caractere morphologiquement intermediaire des individus supposes hybrides est,
quant ä lui, directement verifie par la methode geometrique de Wells, puisque tous les
individus etudies se trouvent ä l'interieur de la surface critique. II faut toutefois mention-
ner que certains individus supposes hybrides sont, vraisemblablement, de part leur
position tres proches (voire integres aux groupe d'individus) des especes pures. II peut
s'agir soit de representants d'espece pure, soit d'individus hybrides dont l'introgression
est tres sensible, e'est-a-dire qu'ils sont issus de plusieurs croisements de retour avec la
meme espece pure.

II ressort de cette double approche que sur le strict plan morphologique P. sylvestris
et P. uncinata presentent, en Valais, des populations que l'on peut vraisemblablement
qualifier d'hybrides introgressives. Cette interpretation sera, dans une etude actuellement
en cours, confrontee aux resultats obtenus par une analyse biochimique comparative de
P. sylvestris, P. uncinata et de leurs formes intermediaires pour cette meme population
valaisanne ainsi que pour d'autres populations provenant du Jura et des Grisons.

Resume

Pour mettre en evidence l'hybridation introgressive naturelle qui peut exister entre
Pinus sylvestris et P. uncinata, en zone de contact, une comparaison de donnees morpho-
metriques a ete entreprise entre une population pure de chaque espece et une population
en syntopie. Les arbres ä morphologie intermediaire ont pu etre representes de faqon
lineaire entre les deux especes pures ä l'aide d'une fonction discriminante et de la methode
geometrique de Wells basee sur la distance euclidienne. Ces deux methodes montrent que
les deux especes sont distinctes, mais que les hybrides suspectes forment un continuum
morphologique entre les deux taxons. Ces deux methodes multivariees donnent le meme
classement des hybrides suspectes entre les deux especes pures. Ce type de classifications
peut s'averer etre d'un grand interet lors de comparaisons avec des donnees biochi-
miques.

Nous tenons ä remercier le Prof. Pierre Hainard pour nous avoir permis d'entreprendre ce
travail, le Prof. Heinz Clemen?on pour la realisation du programme de la methode de Wells, ainsi
que le Prof. Nicole Galland pour ses conseils lors de la redaction de cet article. Nous tenons aussi
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ä remercier M. Andre Luthi pour la realisation des coupes des aiguilles, ainsi que M. Cornelis Neet

pour son aide en statistiques.
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