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RESUME

Les Marsileaceae sont des fougeéres hétérosporées. aquatiques, particulierement adaptées aux mares temporaires. Le but principal
de cette étude est de déterminer le statut démographique et génétique de cette espece. en insistant sur les effets de la structure
spatiale des populations et de leur dynamique sur la diversité génétique.

Mots-clés : Marsilea strigosa, biologie de la conservation. génétique des populations, marqueurs enzymatiques, marqueurs
RAPDs

ABSTRACT

Marsileaceae are aquatic heterosporeous ferns, well adapted to temporary ponds. The main goal of this study is to report on the
genetic and demographic status of this species. We emphasize how the spatial structure of populations and temporal dynamics of

the populations affect the amount of genetic variation observed.
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Natural populations live in a temporally and spatially varying environments. They face short term threats (demographical,
genetical and environmental stochasticity) and long term threats (loss of evolutionary potential), that eventually may lead to ex-
tinction. Effective population size and dispersal rates are keyparameters to understand these threats. They can be evaluated by
direct (demographic surveys) and indirect (measures of genetical variability) methods. The goal of this study is to report on the
demographic and genetic status of an endangered species of fern Marsilea strigosa, Willd. (Marsileaceae-Pteridophyta). This
knowledge is a necessary, but not sufficient prerequiste. to propose management clues for threatened species. We sampled three
populations in the south of France and seven spanish populations. The population of Roque-Haute (France) was surveyed in June
1994 and June 1995. For the Roque-Haute and Vendres populations, genetic variability was assessed at 11 enzymatic systems (17
putative loci) and 9 RAPDs loci. For all other populations, enzymatic polymorphism was assessed at 7 systems (12 loci). No
polymorphism was detected, within and among sampled populations. Small population sizes and reduced colonisation ability are
expected to reduce variability within population. The lack of polymorphism among populations can be interpreted in two ways :
either there is still gene flow over long distances, or a single founder event was followed by successive colonisations, or both. All
sampled populations could thus be issued from a single clone.

INTRODUCTION

Les populations naturelles vivent dans un environ-
nement changeant, a la fois dans le temps et dans
’espace. Elles font face a deux catégories de menaces
conduisant toutes deux éventuellement a I’extinction :
une menace a court terme, liée aux variations stochas-
tiques démographiques, génétiques et environnemen-
tales, et une menace a long terme, que représente la
perte de potentiel évolutif (en [’absence de variabilité
sur des caracteres adaptatifs, la sélection naturelle ne
peut en effet s’exercer pour promouvoir de nouvelles
adaptations). Les variations continuelles du milieu
menacent alors la persistance d’une espece, incapable
de faire face a de nouvelles conditions environne-
mentales. Bien sir, tous ces facteurs de risque sont
étroitement interconnectés (Gilpin & Soulé, 1986).

Hormis les risques environnementaux (plusieurs
années consécutives de sécheresse, incendies) les ris-
ques a court terme sont liés principalement aux incer-
titudes démographiques (dans une population de petite
taille, il se peut que, par hasard, sans I’intervention de
causes environnementales ou génétiques, aucun indi-
vidu ne se reproduise une année) et aux incertitudes
génétiques (la dérive génétique peut, parmi d’autres
effets, conduire a la fixation d’alleles 1égérement dé-
léteres et diminuer la valeur sélective des individus)
(Shaffer, 1981 ; 1987). Dans ces deux cas, la taille ef-
ficace des populations ainsi que la capacité a coloniser
de nouveaux sites favorables sont des facteurs primor-
diaux. La taille efficace peut étre interprétée comme
une mesure du taux auquel la variabilité génétique est
perdue sous 'effet de la dérive génétique. De fagon
plus précise, on définit la taille efficace de variance
comme étant la taille d’une population idéale, pan-
mictique, qui retiendrait la méme variance génétique
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que la population étudiée. Elle est, dans une certaine
mesure, corrélée au nombre d’individus qui partici-
pent a la reproduction. La capacité & coloniser de nou-
veaux sites, quant a elle, sera d’autant plus forte que
les individus montrent beaucoup d’aptitude a la dis-
persion. Elle permet de contrebalancer I'effet des ex-
tinctions locales : c'est la dynamique a 1'échelle de la
métapopulation (Olivieri et al., 1990).

Ces parametres clefs que sont la taille efficace et le
taux de dispersion peuvent étre estimés par des appro-
ches directes (suivis démographiques des populations)
et indirectes (mesures de la variabilité génétique).
L’approche indirecte repose sur le fait que la diversité
génétique mesurée sur des marqueurs neutres vis-a-vis
de la sélection naturelle est avant tout un reflet de
I’histoire démographique des populations.

L’objectif de cette étude est de documenter le sta-
tut démographique et génétique de Marsilea strigosa
Willd. (Marsileaceae-Pteridophyta), fougere aquati-
que rare. inscrite dans le Livre Rouge des Especes
Menacées de France (Olivier et al.. 1995), ainsi que
dans la Directive Européenne "Habitats", ot elle béné-
ficie de la mention d’espece vulnérable. L aire de ré-
partition de cette espece est disjointe. On la trouve sur
le pourtour méditerranéen (France, Espagne, Baléares,
Algérie, Maroc, Egypte, Italie, Sardaigne) et dans le
delta de la Volga, au nord de la mer Caspienne (Tutin
et al., 1964).

Les Marsileaceae sont particulierement adaptées
aux habitats de mares temporaires. La fécondation des
spores et la germination des sporophytes semblent
avoir lieu au début du printemps, dans les mares inon-
dées. Dans les mares en eau (10 a 50 cm de profon-
deur), les plantes adultes sont caractérisées par leurs
frondes glabres, flottant a la surface de l'eau. Avec
I’avancement de la saison, lcs mares s’assechent et les
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Marsilea développent des frondes pubescentes, plus
prostrées. Sur le stolon, se forment les sporocarpes,
organes contenant les spores, qui constituent ainsi un
organe particulier de résistance a la sécheresse. Les
spores que renferment ce sporocarpe sont sexuées. Les
microspores et les macrospores vont former respecti-
vement les gamétophytes miles et femelles, qui
contiennent les gametes males (libérés dans le milieu
aquatique) et femelles. Ce systéme de reproduction
particulier des fougeres dites hétérosporées, empéche
’autofécondation intra-gaméto-phytique.

Dans la perspective de proposer un plan de gestion
d’une espéce menacée telle que Marsilea strigosa, la
connaissance de son statut démographique et généti-
que constitue un pré-requis nécessaire, bien que non-
suffisant. La combinaison des deux approches, direc
tes et indirectes, nous informe sur la démographie de
cette espece et donc sur les risques qu’elle encourt a
court terme (Ellstrand & Elam, 1993 ; Lande & Bar-
rowclough, 1987 ; Ewens et al., 1987). Dans une
perspective de gestion a plus long terme, le choix de
stratégies de conservation, de réintroduction de nou-
velles populations, ou de renforcement des popula-
tions existantes reposera entre autres sur la
connaissance de la variabilité génétique des popula-
tions qui composent ’espece (Gilpin & Soulé, 1986).

METHODES

Echantillonnage

L’échantillonnage de Marsilea strigosa concerne
trois populations frangaises et sept populations espa-
gnoles (Figure 1). Les seules populations francaises
connues au début de 1'étude se trouvaient en région
Languedoc-Roussillon, dans la réserve naturelle de
Roque-Haute (population connue depuis au moins 150
ans) et a Vendres (population connue depuis environ
40 ans), prés de Béziers (Prelli & Boudrie, 1992).
L'échantillonnage de ces deux populations a été réalisé
en 1994. Une troisieme population a été découverte a
Saint Estéve (Pyrénées-Orientales) par James Molina
en juillet 1996, a la suite d’une prospection prés d’un
site d’o la plante avait apparemment disparu en 1982
(Amigo, 1987). Les populations espagnoles (Menorca,
Mallorca, Sinarcas, Ciudad Real, Valdepeiias, Guada-
lajara, Huesca) ont été échantillonnées au printemps
1996. Les individus récoltés ont été maintenus en
serre, a la station expérimentale de Mauguio de
Plnstitut National de Recherche Agronomique
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(LN.R.A.) Centre de Montpellier, sous un régime de
reproduction végétative obligatoire.

La population de Roque-Haute est extrémement
fragmentée. Parmi les quelques 200 mares que 1'on
dénombre sur le site, Marsilea strigosa n’en occupe
qu’une quinzaine. La population de Vendres est, quant
a elle, continue dans I'espace, relativement dense, et
s’étale sur environ deux hectares dans les friches
d’une ancienne vigne, inondée en hiver. Trois sous-
populations, relativement denses et distantes de quel-
ques dizaines de metres composent la population de
Saint Esteve. Les populations espagnoles présentent
également des situations contrastées : la population de
Huesca couvre de fagon dense et continue 7 ha d’une
légere dépression dans le sol et rappelle, par sa struc-
ture spatiale continue, la population de Vendres. A
Mallorca, M. strigosa n’a été observée que dans 2 des
dizaines de petites mares creusées dans le calcaire d'un
site s’étendant sur plusieurs hectares. La population de
Sinarcas est constituée de deux mares distantes de
quelques metres. Dans cette population, comme dans
les autres (Menorca, Ciudad Real, Valdepenas, Gua-
dalajara), M. strigosa a généralement été observée en
bordure de mare, occupant peu densément I’espace.

Suivi de la population de Roque-Haute

Nous avons effectué un suivi démographique de la
population de Roque-Haute, qui a consisté a détermi-
ner la présence ou I'absence de la plante dans les dif-
férentes mares qui composent le site. Ce suivi a été
réalisé de facon exhaustive sur I’ensemble des mares
en juin 1994 et juin 1995.

Electrophorése enzymatique

Quelques frondes de chaque individu ont été
broyées a 4°C dans le tampon d’extraction (100 mM
Tris-HC1 pH=7.6 ; 4% Thioglycolate de Sodium, 2%
Polyéthyleéne glycol 20000) et les extraits enzymati-
ques obtenus dans le surnageant apres centrifugation
ont été absorbés sur des meches de papier filtre
conservées par la suite 2 —80°C. Les électrophoreses
enzymatiques ont été réalisées sur gels horizontaux
d'amidon 12,5%. Quatre systémes de tampon ont été
utilisés : Histidine-Citrate 6,5 (Kephart, 1990), Li-
thium-Borate modifié de Soltis er al. (1983) et Ke-
phart (1990 ; tampon de gel : 39 mM LiOh.H,0, acide
borique 188 mM, pH=8,3; tampon d'électrodes: 4
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mM LiOH, 19 mM acide borique, 45 mM Tris, 7 mM
acide citrique H->O, pH=8,3). Tris-Borate-EDTA mo-
difié de Soltis et al. (1983) et Wendel & Weeden
(1989) ; tampon de gel : 180mM Tris, 4 mM EDTA.
100 mM acide borique, pH=8.6 : tampon d'électrodes :
45 mM Tris, | mM EDTA, 25 mM acide borique,
pH=8,6) et Tris-Citrate 7,2 (Soltis et al., 1983). 33
systeémes enzymatiques ont €té testés. 11 systémes ont
présenté une activité suffisante pour une lecture et une
interprétation claires : 6-phosphogluconate déshydro-
génase, aspartate aminotransférase, aldolase, estérase,
B-galactosidase, malate déshydrogénase, enzyme ma-
lique, phosphatase acide, phosphoglucose isomérase,
phosphoglucomutase et shikimate déshydrogénase
(Tableau 1). Les systtmes de tampon utilisés pour
chaque systéme enzymatique sont indiqués dans le ta-
bleau 1. Le génotype de 60 individus des populations
de Roque-Haute et de Vendres ont été génotypés pour
Pensemble de ces systemes enzymatiques (Tableau 2).
Parmi ces 11 systémes enzymatiques, 7 systémes
(AAT, EST, MDH, ME, PGI, PGM et SkDH) ont été
résolus sur la population de Saint Estéve, ainsi que sur
138 individus échantillonnés en Espagne, 2 Menorca,
Mallorca, Sinarcas, Ciudad Real, Valdepeias, Guada-
lajara et Huesca (Tableau 2).

Polymorphisme RAPD

La technique des ADNs polymorphes amplifiés
aléatoirement (Randomly Amplified Polymorphic
DNAs, RAPDs) a été décrite par Williams et al.
(1990). 11 s’agit de I’amptlification par une réaction de
polymérisation en chaine (Polymerase Chain Reac-
tion, PCR) de fragments «anonymes » du génome,
par utilisation de courtes amorces oligonucléotidi-
ques générées de fagon aléatoire. Le polymorphisme
observé est analysé en terme de présence ou d’absence
de produit d’amplification (I’absence d’amplification
pouvant étre due, par exemple, & une mutation ponc-
tuelle dans le site d’amorcage). Ce sont donc des mar-
queurs dominants, en général trés polymorphes.

L'ADN génomique total a été extrait 4 partir de
quelques frondes de chaque individu, selon le proto-
cole suivant: Les frondes sont broyées dans I'azote
liquide (-196°C). Le broyat est rapidement mélangé au
tampon d’extraction (2% CTAB, 1% PVP, 100 mM
Tris HCI, 20 mM EDTA. 1.4 M NaCl. 0.2% v/v (-
mercapto-éthanol) et incubé au bain-marie a 65°C
pendant 30 min. Apres 'ajout d’un volume de chloro-
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forme/alcool isoamylique (24/1) et centrifugation
(13000 trs/min), la phase aqueuse est récupérée et
I’ADN est précipité par I'ajout de 3/4 de volume
d’isopropanol froid (-20°C). Apreés centrifugation et
élimination du surnageant. le culot d"ADN est rincé a
I'éthanol 70° et resuspendu dans 100 uL H,O. Parmi
les 30 amorces testées (Opéron), 3 ont donné un profil
électrophorétique interprétable et répétable (tableau
3). Les PCRs ont été réalisées sur un thermocycleur
Crocodile 11 (Appligene), dans un volume final de 25
ML contenant 25 ng d'ADN, 0.2 mM dNTPs, 2 mM
MgCl,, I U GoldStar DNA Polymérase (Eurogentec),
30 ng d’amorces. Aprés une dénaturation initiale de 4
min a 94°C, les PCRs ont consisté en 41 cycles d’1
min de dénaturation & 93°C, 2 min d’hybridation des
amorces a 40°C et 2 min 30 s d’élongation a 72°C,
suivi d’une élongation finale de 6 min a 72°C. Les
produits d'amplification ont été analysés par électro-
phorese sur gels d'agarose 1.5 %, Tris-Borate-EDTA
(TBE) 0.5 X colorés au Bromure d’Ethidium (BET) et
visualisés sous Ultra Violet. 43 individus des popula-
tions de Roque-Haute et Vendres ont €té génotypés
pour les 3 amorces RAPDs (Tableau 2).

RESULTATS

Suivi de la population de Roque-Haute

Marsilea strigosa n’occupe qu'un faible nombre
de mares qui composent le site de la réserve de Ro-
que-Haute. En 1994 la plante a été observée dans seize
mares. En 1995, la plante n'a été recensée que dans
onze des seize mares ou elle était présente en 1994, et
dans une seule autre mare (Figure 2).

Polymorphisme génétique

Onze systemes enzymatiques ont été analysés sur
les populations de Roque-Haute et Vendres (Tableau
2). Le nombre de bandes observé (Tableau 1) corres-
pond dans presque tous les cas au nombre maximum
de locus (isozymes) trouvé chez les plantes (Wendel
& Weeden, 1989). Seul le systtme SkDH fait
I'exception. puisque trois bandes ont été observées,
alors que I'on n'attend en général pas plus de deux
locus isozymiques chez les plantes pour ce systeme
(Wendel & Weeden. 1989).

ecologia mediterranea 24 (2) - 1998
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Systéeme enzymatique Acro-  Numéro E.C  Systémes de tampon Solutions de révélation Nombre de
nyme (1) locus
6-phosphogluconate 6-PGD 1.1.1.44, Histidine-Citrate 6.5 Wendel & Weeden, 1989 1
déshydrogénase
Aspartate aminotransférase AAT 2.6.1.1. Lithium-Borate Vallejos, 1983 1
modifié
Aldolase ALD 4.1.2.13 Tris-Citrate 7.2 Soltis er al., 1983 2
Estérase EST 3.1.1.1 Tris-Borate EDTA Wendel & Weeden, 1989 2
modifié
[-galactosidase GAL 3.2.1.23 Lithium-Borate Wendel & Weeden, 1989 1
modifié
Malate déshydrogénase MDH 1.1.1.37. Tris-Citrate 7.2 modifié de Wendel & 2
Weeden, 1989 (2)
Enzyme malique ME 1.1.1.40. Tris-Borate EDTA modifié¢ de Wendel & 1
modifié Weeden, 1989 (2)
Phosphatase acide ACP 3i1:3.2 Lithium-Borate Soltis er al., 1983 1
modifié
Phosphoglucose isomérase PGI 53.19 Lithium-Borate modifi¢ de Wendel & 1
modifié Weeden, 1989 (2)
Phosphoglucomutase PGM 27541 Tris-Borate EDTA modifié de Wendel & 2
modifié Weeden, 1989 (2)
Shikimate déshydrogénase SkDH 1:41.25: Tris-Citrate 7.2 modifié de Wendel & 3

Weeden, 1989 (2)

(1) Enzyme Commission number
(2)c.f. Annexe

Tableau 1. Systemes de tampon utilisés pour les électrophoréses enzymatiques et nombre de locus isozymiques résolus
Table 1. Buffer systems used for enzymes electrophoresis and number of isozymes loci observed

Systémes enzymatiques Marqueurs
RAPDs
Populations AAT EST MDH ME PGI PGM SkDH 6-PGD ALD GAL ACP B13 CI8 P6
Roque- 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 22 22 22
Haute
Vendres 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 21 21 21
St Esteve 20 20 20 20 20 20 20 - - - - - - -
Menorca 14 14 14 14 14 14 14 - - - - - -
Mallorca 6+4 6+4 6+4 6+4 6+4 6+4 6+4 - - - - - - -
Sinarcas 15+14 15414 15414 15+14 15+14 15+14 15+14 - - - - - - -
Ciudad 15 15 15 15 15 15 15 - - - - - - -
Real
Valdepefias 20 20 20 20 20 20 20 - - - - - -
Guadala- 18 18 18 18 18 18 18 - - - - - -
jara
Huesca 32 32 32 32 32 32 32 - - - - - -
Tableau 2. Nombre d’individus échantillonnés dans chaque population pour chaque locus
Table 2. Number of sampled individuals for each population at each locus
Amorce  Séquence (5°-3’)  Nombre de locus
BI3 TTCCCCCGCT 2
Cc18 TGAGTGGGTG 2
P6 GTGGGCTGAC 5
Tableau 3. Séquences des amorces utilisées pour les RAPDs et nombre de locus détectés
Table 3. Primers sequences used for RAPDs and number of detected loci
ecologia mediterranea 24 (2) - 1998 149
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I faut cependant noter que I’étude de Wendel &
Weeden (1989) a essentiellement porté sur des don-
nées obtenues sur des gymnospermes ou des angios-
permes, trés peu d’études de ce type ayant été menées
sur les fougeres.Au total, 17 bandes monomorphes
pour I'ensemble des individus échantillonnés ont été
observées. Il n’existe donc aucune variation génétique
a ces 17 locus présumés, ni a lintérieur de ces deux
populations, ni entre elles. Le polymorphisme RAPD
test€ sur les populations de Roque-Haute et Vendres
(Tableau 2) a permis !’identification de neuf bandes
amplifiées au total, pour les trois amorces utilisées
(Tableau 3). Chaque bande étant assimilée a un locus,
ce sont neuf locus supplémentaires qui se sont avérés
monomorphes au sein de ces deux populations,
comme entre elles. Les sept systemes enzymatiques
analysés pour ’ensemble des autres populations (Ta-
bleau 2) ont permis la détection de 12 locus isozymi-
ques (Tableau 1), qui se sont avérés monomorphes au
sein des populations ainsi qu’a I’échelle de I’ensemble
des populations, et ont révélé la présence des mémes
alleles que ceux observés dans les populations frangai-
ses.

DISCUSSION

Marsilea strigosa fonctionne-t-elle en métapopula-
tion a Roque-Haute ?

Cette étude est encore préliminaire et le recense-
ment des mares occupées par M. strigosa doit se pour-
suivre pour comprendre la dynamique de la population
de Roque-Haute. L'objectit de cette étude est de dé-
terminer si cette population fonctionne en métapopu-
lation (population subdivisée soumise a une
dynamique d’extinctions et de recolonisations locales :
Olivieri et al., 1990) et donc de quantifier les taux
d’extinction locaux ainsi que la dynamique de recolo-
nisation. L analyse de la relation entre la distance a la
mare occupée la plus proche et la probabilité de reco-
lonisation aprés une extinction locale pourrait, par
exemple, nous permettre de comprendre si la recoloni-
sation se fait par dispersion de propagules d’une mare
a une autre, ou bien par refondation a partir d’un stock
de sporocarpes des années antérieures. Dans ce dernier
cas, la dynamique observée serait la résultante de la
dynamique de mise en eau des différentes mares et
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refléterait la variabilité inter-annuelle des conditions
hydrologiques. Il faut cependant souligner la difficulté
d’estimer la densité ou le nombre de plantes présentes
sur un site (forte densité d’Isoetes aux périodes de re-
censement), d’autant plus que I’existence d’un régime
difficile

Pinterprétation du nombre d’individus observés. Bien

de reproduction clonal rend plus

que ces données soient encore incompleétes, elles sug-
gerent une capacité de dispersion réduite, étant donné
le faible nombre de mares occupées, et donc une faible
aptitude a la colonisation de nouveaux sites. Ce der-
nier point peut étre appuyé par le fait que le seul or-
gane qui puisse permettre la dispersion est le
sporocarpe, qui reste accroché sur le stolon. La zoo-
chorie pourrait donc étre le seul moyen de dispersion
de cette espece. Il n’existe en revanche aucune preuve

de son existence.

L’absence de polymorphisme génétique : un syn-
drome de la rareté ?

Mises a part les populations de Vendres et Huesca,
les populations de M. strigosa échantillonnées sont de
petite taille, en terme de nombre d’individus observés.
La faible taille des populations, leur degré d’isolement
(Figure 1) et une faible aptitude a la dispersion (sug-
gérée par le suivi de la population de Roque-Haute)
sont autant de facteurs qui limitent le maintien d’un
polymorphisme intra-population. L’absence de poly-
morphisme sur ’ensemble des populations frangaises
et espagnoles peut s’interpréter en invoquant deux hy-
potheéses, non mutuellement exclusives : soit il existe
des flux de génes sur de longues distances, soit un
événement de fondation unique a ét€ suivi
d’événements de colonisation successifs dans les dif-
férentes populations. En considérant la faible capacité
de colonisation supposée a Roque-Haute, la seconde
hypothese devrait étre privilégiée. Etant donnée la ca-
pacité de reproduction végétative de cette espece,
toutes les populations échantillonnées pourraient alors
étre issues d’'un méme clone.

Les especes rares présentent en général un poly-
morphisme génétique neutre réduit, bien que cela ne
soit pas une régle absolue (Avise, 1994 ; Young et al.,
1993).
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Figure 1. Répartition géographique des populations francaises et espagnoles de Marsilea strigosa échantillonnées entre 1994 et
1996
Figure 1. Geographical distribution of french and spanish populations of Marsilea strigosa sampled between 1994 and 1996
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o 20 48 &

Figure 2. Suivi démographique de la population de Roque-Haute entre 1994 et 1995. Les mares sont numérotées de 1 a 198. Les
mares dans lesquelles Marsilea strigosa a été observée en 1994 sont colorées en gris clair, les mares dans lesquelles M. strigosa a
été observée en 1994 et en 1995 sont colorées en gris foncé et la mare 56, dans laquelle la plante n’a été observée qu’en 1995, est
colorée en noir. Les lignes pointillées représentent des chemins secondaires.

Figure 2. Demographic survey of Roque-Haute population between 1994 and 1995. Ponds are numbered from 1 to 198. The
ponds in which Marsilea strigosa was observed in 1994 are filled with light grey. The ponds in which M. strigosa was observed
in 1994 and 1995 are filled with in dark grey and the pond 56, in which the plant was only observed in 1995, is filled with black.
Dotted lines figure secondary pathways.
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De nombreuses especes végétales endémiques ou
presque endémiques se sont révélées monomorphes
pour un nombre comparable de locus enzymatiques.
C’est le cas de Harperocallis flava Mc Daniel (Lilia-
ceae) (Godt et al., 1997), Malacothamus fasciculatus
(Nutt.) Greene var. nesioticus (Rob.) Kearn. (Malva-
ceae) (Swensen et al., 1995), et Bensoniella oregona
(Saxifragaceae) (Soltis et al., 1992). Pedicularis fur-
bishiae (Scrophulariaceae) (Waller et al., 1987), Ho-
wellia aquaticus (Campanulaceae) (Lesica er al.,
1988), et Trifolium reflexum (Fabaceae) (Hickey et
al., 1991), toutes des espéces rares ou menacées, se
sont également révélées monomorphes a I’échelle in-
tra- comme inter-populationnelle. D’autres espéces
rares ou menacées ont montré un polymorphisme en-
zymatique tres faible. C’est le cas de Trifolium stolo-
niferum (Hickey et al., 1991), Helonias bullata
(Liliaceae) (Godt et al., 1995) ainsi que pour Geum
radiatum (Rosaceae), Carex misera (Cyperaceae),
Trichophorum cespitosum (Cyperaceae) et Calama-
grostis cainii (Poaceae) (Godt et al., 1996). Dans
toutes ces études, les auteurs ont invoqué I’effet de la
dérive génétique qui suit une réduction brutale de la
taille de la population (goulot d’étranglement) pour
expliquer le faible polymorphisme enzymatique ob-
servé. Le pourcentage de locus polymorphes ainsi que
le nombre moyen d’alleles par locus (richesse alléli-
que) sont généralement corrélés positivement a la
taille des populations (Fréville et al., 1998 ; Sun,
1996 ; van Treuren et al., 1991 ; Raijmann er al.,
1994 ; Prober & Brown, 1994 ; Young et al., 1996).
En menant une méta-analyse sur les données de la lit-
térature, Frankham (1996) a montré que non seule-
ment ces derniers paramétres, mais également
I’hétérozygotie, étaient corrélés positivement et de fa-
con significative & la taille des populations. 1l a éga-
lement montré que la variabilité génétique neutre est
significativement plus faible chez les espéces rares
que chez les especes répandues.

Quels sont les risques d’extinction associés a la gé-
nétique des petites populations ?

Des  modeles  théoriques  montrent  que
I’hétérozygotie estimée a partir d’un échantillon de
locus  neutres est positivement corrélée 2
I’hétérozygotie moyenne du génome, lorsque
I’hétérozygotie moyenne de la population est faible

(Chakraborty, 1981 ; Mitton & Pierce, 1980). Ceci
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suggere que le faible polymorphisme mesuré sur des
marqueurs moléculaires neutres dans les populations
d’especes rares peut refléter un faible polymorphisme
a I’échelle du génome. On observe fréquemment une
diminution de la valeur adaptative des individus dans
les populations de petite taille. Chez Lolium multiflo-
rum Lam., Polans & Allard (1989) ont mesuré une
diminution de la variabilité¢ de caractéres liés a la vi-
gueur végétative et au succes reproducteur. Une étude
menée sur deux especes menacées de poissons a mon-
tré des résultats similaires : chez Poeciliopsis mona-
cha (Poeciliidae), la perte de variation subie apres des
diminutions brutales d’effectif était associée avec une
diminution de la stabilité développementale, de la to-
lérance au stress, de I’habilet¢ compétitrice et une
augmentation de la charge parasitaire, tandis que chez
P. occidentalis, la variabilité résiduelle mesurée sur
des marqueurs enzymatiques était associée a unc plus
grande survie, une meilleure croissance, une plus forte
fécondité et une plus grande stabilité développemen-
tale (Vrijenhoek, 1994). Une diminution de la valeur
adaptative des descendants d’individus appartenant a
des populations de petite taille a été observée chez
Gentiana pneumonanthe (Gentianaceae) (Oostermei-
jer et al., 1994 ; 1995). Dans dix populations naturel-
les d’Ipomopsis (Polemoniaceae),
Heschel & Paige (1995) ont démontré que la valeur
adaptative des individus appartenant a des populations
de petite taille était réduite. Bijlsma et al. (1994) ont
observé le méme phénomene chez Scabiosa columba-

aggreagata

ria L. (Dipsacaceae) et Salvia pratensis L. (Labiatae).
Ces derniers auteurs nomment ’ensemble du proces-
sus « érosion génétique » (augmentation de la consan-
guinit¢ dans les populations de petite taille,
diminution de la valeur adaptative des individus de ces
populations).

Toutes ces observations peuvent étre interprétées
comme étant la conséquence du « fardeau de muta-
tion », qui désigne la réduction des performances des
individus par I’accumulation de mutations délétéres
(Haldane, 1937). L’expression de mutations légere-
ment déléteres récessives augmente en effet avec la
consanguinité : C’est la « dépression de consanguini-
té¢ ». Des modeles théoriques ont montré que la
consanguinité, en augmentant ’expression des alléles
déléteres récessifs, et les exposant donc a la sélection,
pouvait ainsi diminuer le fardeau (Barret & Charles-
worth, 1991 ; Hauser ef al., 1994). D’autrcs auteurs
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ont insisté sur le fait que le fardeau dépendait de la
taille des populations : dans le cas des populations de
petite taille, la sélection devient moins efficace, la
fixation de nouvelles mutations est facilitée et la taille
des populations diminue sous I’effet de la diminution
de la valeur adaptative des individus (Lynch & Ga-
briel, 1990 ; Gabriel & Biirger, 1994). Ce processus
décrit sous le terme de « fonte mutationnelle » peut
finalement conduire a I'extinction (van Noodwijck,
1994 ; Lande, 1994 ; Lynch et al., 1995a ; 1995b).

Des données tirées de la littérature ont permis a
Frankham (1995 ; 1998) de trouver une corrélation
positive entre le risque d’extinction et la consanguinité
pour des populations de laboratoire de souris et de
drosophiles. Mais un trés bel exemple a été publié ré-
cemment par une équipe finlandaise qui démontrc
pour la premicre fois sur des populations naturelles
que le risque d’extinction augmente avec la consan-
guinité (Saccheri et al., 1998).

Quelles sont les conséquences pour la gestion a long
terme des espeéces menacées ?

Pour certains auteurs, identifier et maitriser les ris-
ques d’extinction liés a la stochasticité environne-
mentale est de premiere importance et doit I’emporter
sur les considérations génétiques (Lande, 1988 ;
Goodman, 1987 ; Shaffer, 1987 ; Menges, 1992 ; Gil-
ligan et al., 1997). A plus long terme, il s’agit égale-
ment de préserver le potentiel adaptatif des especes
(Avise, 1996). Préserver la variabilité génétique des
populations naturelles menacées constitue donc un
enjeu majeur pour les préserver d'un risque
d’extinction accru.

Malheureusement la relation entre polymorphisme
neutre et potentiel adaptatif n’est pas démontrée
(Lynch, 1996). D’autre part, unc réduction brutale de
Ieffectif d’une population (goulot d’étranglement)
peut avoir d’autres conséquences sur la variance addi-
tive, c’est-a-dire la part de la variance sur laquelle
s’exerce la sélection naturelle. Notamment, la variance
additive peut augmenter apres la réduction d’effectif
lorsqu’il existe des interactions entre alléles a un locus
(dominance) ou entre locus (épistasie) (Carson,
1990):  malgré la
qu’accompagne un goulot d’étranglement (dépression

diminution de  viabilité

de consanguinité), on peut observer une conversion de

la variance de dominance en variance additive (Wang
et al., 1998b). Les écarts a I'équilibre de Hardy-
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Weinberg qui suivent un goulot d’étranglement
(Wang, 1996), ou les déséquilibres de liaison qui
s’ensuivent peuvent aussi conduire a une augmenta-
tion de la variance additive (Wang et al., 1998a). La
réduction d’effectif permet également la conversion de
certains types de variance dus aux interactions entre
locus, en variance additive (Goodnight, 1988 ; Whi-
tlock et al., 1993). Ces études théoriques peuvent
permettre d’interpréter les résultats obtenus en labo-
ratoire, qui montrent une augmentation de la variance
additive avec la consanguinité sur des caractéres mor-
phologiques chez la mouche domestique (Bryant et
al., 1986) ou sur des mesures de viabilité chez la dro-
sophile (Lépez-Fanjul & Villaverde, 1989). Widén &
Andersson (1993) ont mesuré une plus forte variance
additive et une plus grande héritabilité sur des caracte-
res quantitatifs liés a la valeur adaptative dans les plus
petites populations de Senecio integrifolius (Astera-
ceae), espece rare et menacée en Suede. On peut donc
s’attendre a des changements importants dans
I’organisation de la variabilité neutre et sélectionnée
dans les petites populations subissant des réductions
importantes de leurs effectifs. Malheureusement, les
relations entre I’une et I'autre ne sont pas triviales et
dépendent fortement du déterminisme de la variabilité
adaptative.

Pourquoi chercher des marqueurs neutres plus
polymorphes ?

L’analyse de la variabilité¢ génétique neutre et de
sa distribution spatiale n’est donc pas directement ex-
trapolable a la variabilité pour des caractéres adapta-
tifs, seuls soumis par définition a l'action de la
sélection naturelle. Bien qu’un effet de fondation im-
portant affectera aussi bien des locus neutres que des
locus soumis a la sélection, il est possible que la me-
sure de la variabilité sur des caractéres quantitatifs ne
soit pas corrélée avec la mesure de variabilité sur des
genes neutres, en raison du déterminisme génétique de
ces caracteres adaptatifs (nombre de genes impliqués,
interactions entre ces genes, type de sélection exercée
sur ces geénes). En revanche, ces mesures indirectes
peuvent nous permetire de faire des inférences préci-
ses sur la biologie de I'espeéce, en termes de systéme
de reproduction et de capacité de dispersion. Des mar-
queurs de type microsatellite (courtes séquences dis-
persées dans les génomes, constituées de répétitions
de motifs de 1 a4 5 nucléotides) sont actuellement en
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cours de mise au point au laboratoire. Ces marqueurs
sont parmi les plus polymorphes connus a I’heure ac-
tuelle, en raison de leur taux de mutation élevé (Jarne
& Lagoda, 1996). Si ces marqueurs microsatellites
permettent de détecter de la variabilité génétique entre
les populations de M. strigosa, nous serons en mesure
de quantifier les flux de génes entre les populations
¢chantillonnées. En terme de gestion des populations,
nous pourrions ainsi savoir si une des causes de la ra-
reté de cette espece est sa faible capacité de disper-
sion, comme c’est par exemple le cas pour Centaurea
corymbosa Pourret (Asteraceae) (Colas et al., 1997).
Une mesure de gestion pourrait alors étre la création
de nouvelles populations. Si en outre, ces marqueurs
sont variables a 1’échelle intra-populationnelle, nous
pourrons caractériser le régime de reproduction (vé-
gétatif, autogamie partielle ou totale) de cette espéce.

Enfin, en guise de perspective, la présence
d’échantillons de M. strigosa dans les herbiers de
Montpellier nous offre une occasion rare d’un suivi
génétique temporel de populations sur une échelle de
temps assez importante. Des travaux préliminaires ont
en effet montré qu’il était possible d’obtenir des ger-
minations a partir de sporocarpes 4gés de plus d’un
siecle (Colas er al., 1996). Le suivi de la population de
Roque-Haute a I'échelle de ce siécle permettrait de
tester I’hypothese selon laquelle la diversité génétique
aurait diminué au cours du temps.
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ANNEXE 1

Solutions de révélation des systémes enzymatiques, modifiées de Wendel & Weeden (1989)

Malate déshydrogénase
Tris Hel 0,1 M pH=9,1
Malate de sodium
H,O
NAD
PMS 0.2%
NBT 1%

Enzyme malique
Malate de sodium 0,4 M pH=7,0
Tris HCI IM pH=8,0
H,O
MgClg
NADP
NBT 1%
PMS 0,2%
Glucose 6-phosphate déshydrogénase

Phosphoglucose isomérase
Tris HCI 1M pH=8,0
Fructose 6-phosphate
MgClp_

NADP
MTT 1%
PMS 0.2%

Phosphoglucomutase
Tris Hel 0,1 M pH=8,0
D glucose 1-phosphate
Mng
NADP
MTT 1%
PMS 0,2%
Glucose 6-phosphate déshydrogénase

Shikimate déshydrogénase
Tris Hel 0,1 M pH=8,0
Acide shikimique
NADP
MTT 1%
PMS 0,2%
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5 ml

10 ml
g-s.p- 50 ml
20 mg

1 ml

1 ml

10 ml

5Sml

q-s.p- 50 mi
100 mg

10 mg

1 ml

1 ml

10 U.

50 ml
30 mg
100 mg
10 mg
1 ml

1 ml

50 ml
20 mg
100 mg
10 mg
1 ml

1 ml
10U.

50 ml
25 mg
10 mg
1 ml
1 ml
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