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Résumé

L’introduction d’especes envahissantes et la destruction d’habitats naturels sont
les principales causes de 1’extinction des téléostéens durant le siecle dernier. Il est
mainte fois prouvé que l'introduction d’espéces peut représenter un danger pour la
survie des especes endémiques, tant au niveau €cologique (compétition, prédation...)
que sur le plan génétique notamment suite aux phénomeénes d’hybridation et
d’introgression qui ne font qu’exacerber la situation. C’est le cas de I’espéce endémique
C. t. toxostoma qui s’hybride avec 1’espéce C. n.nasus (introduite en 1860). Pour en
étudier les conséquences génétiques, nous avons utilisé sept populations de C. t.
toxostoma, six populations de C. n. nasus et deux zones hybrides, représentant 568
specimens. Nous avons utilisé quatre caractéres méristiques, 18 loci enzymatiques et
500 pb du geéne mitochondrial cytochrome b. Nous démontrons 1’absence de barriére
reproductive entre les deux espéces de chondrostomes, la capacité introgressive de leur
génome tant au niveau mitochondrial que nucléaire et la survie des individus hybrides.
La combinaison de ces trois différents marqueurs constitue un outil puissant dans la
détection des différents niveaux d’hybridation. Cette étude est la premiere a tenir
compte de I’hybridation afin de protéger et de conserver I’espéce endémique
Chondrostoma t. toxostoma.

Abstract

Introduction of invasive species and destruction of natural habitats are the primary
factors responsible for teleost extinctions during the last century. Species introductions
represent a threat to the survival of native species, and this phenomenon is exacerbated
by hybridization and introgression. It was the case for a native species C. t. toxostoma
that hybridize with the alien species C. n. nasus (introduced in 1860). To study the
genetic consequences of this introduction, we use seven populations of C. ¢. foxostoma,
six populations of C. n. nasus, and two hybrid zones for a total of 568 specimens. We
used four meristic characters, 18 enzymatic loci, and 500 bp of the mtDNA cytochrome
b sequence. We demonstrate the absence of a reproductive barrier between these two
species of chondrostomes, their introgressive capacity at the nuclear and mitochondrial
level, and survival of hybrids. Use of these three different markers was a powerful tool
to detect different levels of hybridization. This study is the first to address the
importance of considering hybridization in efforts to ensure protection and conservation
of the endemic species Chondrostoma t. toxostoma.

Mots clés : Zone hybride, Durance, espece introduite, espéce endémique, allozyme,
morphologie, ADN mitochondrial.



Préambule : La génése de cette étude prend sa source sur la Durance, riviere du
sud est méditerranéen, laboratoire d'étude en milieu naturel de notre équipe de
recherche. De multiples prélevements et observations de poissons nous ont souvent
laissés interrogatifs quand a la qualité spécifique d'un Chondrostome que nous tenions
entre les mains. Il était manifeste qu'il existait plusieurs "entités", certaines
correspondaient aux espéces décrites dans la littérature et d'autres, restaient inconnues.
Ces ‘"entités" présentent, d'un point de wvue morphologique, des caractéres
intermédiaires.

Dans le cadre de ce projet, deux approches seront utilisées :

- une approche inter bassin dont l'objectif était de Vérifier la validité
taxonomique des deux especes puis de pouvoir identifier les individus présents dans les
zones en sympatrie entre C. t. toxostoma et C. n. nasus. Pour cela, nous avons utilisé
une approche multiple, en caractérisant tout d'abord chacune des deux especes dans leur
zones en allopatrie par des marqueurs méristiques et génétiques (systemes allozymiques
et ADN mitochondrial). Une fois la discrimination entre ces deux especes possible,
nous avons utilisé ces marqueurs pour analyser les individus présents dans les zones en
sympatrie dans le bassin du Rhéne. Cela nous a permis de démontrer : 1) I’absence de
barriére reproductive entre ces deux especes de chondrostomes, 2) I’existence de
potentialités d’introgression au sein de leurs génomes nucléaire et mitochondrial et, 3)
la survie d'hybrides.

Les résultats obtenus concernent le présent rapport d'étude, la Partie 1.

- Dans un deuxieme temps, une approche intra-bassin sera réalisée sur la
Durance, elle permettra d'étudier : 1) les potentialités invasives du hotu, 2) I'impact des
aménagements anthropiques sur la fréquence des hybrides, les mécanismes qui
conduisent a I'nybridation (modification des zones et des périodes de fraie).

Cette partie fera I'objet d'un autre rapport.



INTRODUCTION

Au cours du siécle dernier, ’accroissement de la pression anthropique sur les
écosystemes aquatiques a entrainé 1’extinction de nombreuses especes de Téléostéens
(Crivelli, 1995 ; Elvira et Almodovar, 2001), notamment suite a I'introduction d'espéces
envahissantes (Moyle et Light, 1996 ; Claudi et Leach, 1999). Or 1’augmentation
croissante des voies de communications fluviales, ajoutée aux nombreux "déversements
sauvages" ont favorisé I’introduction d’especes « étrangéres » dans des habitats
« naturels » déja profondément perturbés (Keith p23-35, in Keith et Allardi, 2001),
mettant ainsi en jeu ’intégrité génétique et la survie des especes endémiques (Bruton,
1995 ; Moyle, 1997 ; Gido et Brown, 1999). En effet, ces introductions créent des zones
de contact, qui, dans certains cas, conduisent a la formation de zones hybrides entre les
especes (Arnold, 1992 ; Dowling et Secor, 1997). Ces zones sont souvent comparées a
des laboratoires naturels puisqu’elles peuvent nous renseigner sur les différences entres
les espéces et sur la fagon dont la sélection affecte, a différents niveaux, le phénomeéne
adaptatif (Arnold, 1992 ; Gerber et al., 2001). Toutefois, I’hybridation peut se révéler
problématique pour des especes endémiques représentées uniquement par de petites
populations fragmentées. De plus, méme si les phénomenes d’hybridation sont
généralement bien connus chez les Téléostéens (Hubbs, 1955 ; Verspoor et Hammar,
1991 ; Bernatchez et al., 1995 ; Wilson et Bernatchez, 1998) et notamment chez les
Cyprinidae (Dowling et DeMarais, 1993 ; Crespin et al., 1999 ; Chenuil et al., 2000,
Gilles et al., 1998ab, 2001), I’importance des processus d’hybridation et
d’introgression est toujours sous estimée par les biologistes de la conservation (Rhymer
et Simberloff, 1996 ; Allendorf et al., 2001).
Les problémes d'identification sur le terrain (notamment dans la Durance) entre
Chondrostoma toxostoma toxostoma (Vallot, 1836), endémique du Sud de la France, et
Chondrostoma nasus nasus (Linneaus, 1758) introduite en France au milieu du XIXe
siecle, nous ont conduit a analyser la zone de contact entre ces deux especes. Le genre
Chondrostoma est présent en Asie Mineure, dans le Caucase et en Mésopotamie (Asie
du Nord Ouest) ainsi que dans la majeure partie de I’Europe (Europe de 1’Ouest,
centrale, Est et le pourtour Méditerranéen) a I’exception des pays du Nord, de
I’Atlantique a la Mer Caspienne et de la Mer Méditerranée a la mer du Nord et la

Baltique (Fig 1).
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Fig. 1. Etapes de la colonisation de Fig. 2. Aire de répartition de Chondrostoma
Chondrostoma nasus, Nelva (1985) toxostoma (rouge), de Chondrostoma nasus

(jaune) et zone de sympatrie (orange), (Keith
et Allardi, 2001).

Plus de 23 formes de chondrostomes sont décrites dans la littérature (voir
Durand et al., 2003) or, I’espéce C. t. toxostoma y est rarement mentionnée,
probablement a cause de sa ressemblance avec d’autres especes de Cyprinidae, telles
que Leuciscus leuciscus et Telestes souffia (Nelva-Pasqual, 1988). On sait néanmoins
que C. t. toxostoma vivait a I’origine dans les affluents des grands fleuves. A partir de
1860, I’introduction de C. n. nasus (Nelva-Pasqual, 1985), (Fig.2) liée a la construction
des canaux reliant les bassins du Rhin et du Rhone, a été mis en évidence pour la
premiere fois dans la Sabne (Changeux et Pont, 1995) avant de se généraliser.
L’accroissement récent de 1’altération voire de la destruction de leurs habitats, ajouté a
de nombreuses péches de destruction, a provoqué le déclin des deux especes, inscrites
désormais en annexe Il de la convention de Berne. C. n. nasus fait I’objet de mesures
spéciales de protection en Suisse (Zbinden et Maier, 1996) alors que C. t. toxostoma,
inscrite en annexe 1l de la Directive Faune-Flore-Habitat (Natura 2000), est une espece

pour laquelle on doit impérativement désigner des zones de conservation.



Caractéristiques biologiques des deux especes

Les caractéristiques biologiques du Hotu ont bien été étudiées dans son aire
d'origine et dans le Rhone. Nelva (1985) a montré en comparant les caractéristiques
écologiques du hotu dans le Haut Rhone francais et les données concernant son aire
d'origine, que les caractéristiques biologiques de I'espéce n'étaient pas modifiées.
Chondrostoma nasus habite plutdt les grands cours d'eau, dans les facies les plus
courants. Le hotu a trouvé dans le Rhéne, un écosysteme presque équivalent a celui
d'origine, les diversités ichtyologiques y sont comparables, et les aménagements
(barrages, endiguements) se traduisent dans les deux cas par un glissement typologique
vers des niveaux inférieurs, normalement caractéristiques de secteurs situés plus en aval
(Russev, 1967; Klausewitz, 1972).

Nelva (1985) a également étudié son comportement alimentaire ; il montre que
la morphologie de la levre inférieure en forme de racloir indique un mode de nutrition
trés spécialisé, qui n'a pas varié par rapport a l'aire d'origine. Il racle ainsi la couverture
biologique fixée sur les galets qui constituent le lit des rivieres ou il vit. Cela en fait un
des rares herbivores stricts ; il est ainsi un bon indicateur de I'eutrophisation.

La reproduction et la fécondité de Chondrostoma nasus ont été traités par
différents auteurs dans l'aire d'origine (Lelek & Penaz, 1963) et en Europe Occidentale
(Philippart, 1977 ; Nelva, 1985). Les résultats s'accordent dans I'ensemble ; la période
de reproduction se situe entre fin mars et début mai. La température de I'eau semble étre
le facteur déterminant le déclenchement de la ponte (8 °C). Le hotu se reproduit une fois
par an, la fraie durant 3 ou 4 jours.

Les caractéristiques des frayéres a hotu sont également identiques: substratum de
pierres ou galets (espéce lithophile), profondeur moyenne entre 20 et 50cm, vitesse du
courant forte, teneur en oxygene dissous proche de la saturation. Si les conditions ne
sont pas réunies localement, le hotu effectue une migration de faible amplitude (3 ou 4
Km) vers les frayeres favorables les plus proches.

Peu de travaux ont été réalisé sur la biologie et I'écologie de Chondrostoma
toxostoma. On peut citer ceux de Chappaz et al. (1989) dans le Verdon, de Maier et al.
(1995) en Suisse, et de Gozlan (1997) dans certains affluents de la Garonne. C'est une
espéce rhéophile, qui vit préférentiellement dans les zones intermédiaires des cours

d'eau.



La reproduction est plus tardive que pour le hotu. Elle se déroule fin mai début juin
aprés une migration sur parfois plus de 2 km, une semaine avant la fraie. Le facteur
déclenchant ces déplacements est I'augmentation de la température au-dessus de 13°
conjuguée a une hausse des débits. Les frayeres décrites par Gozlan (1997) se situent
dans des affluents du cours principal, dans des zones de pool en aval d'un radier.

La fraie se réalise de maniére synchrone pour toute la population; la ponte est
déposée entre les galets (de 3 a 5cm de diametre) dans des zones ou la vitesse du
courant n'est pas trop élevée (0,5cm/s).

I.. MATERIEL ET METHODES

1. Echantillonnage

L’échantillonnage des deux espéces de chondrostomes a ¢été effectu¢ par péche
électrique des 1996 dans des zones en allopatrie, en parapatrie, et en sympatrie (a cette
date les deux especes n’étaient pas encore répertoriées par la convention de Berne). Les
spécimens capturés, ont ensuite été stockés a -80°C. (Fig.3; Tab. ).

Sept populations de C. t. toxostoma ont été échantillonnées dans les bassins du
Rhone, de la Garonne, et dans la Nive (riviere c6tiére), ce qui a permis de couvrir
I'ensemble de son aire de répartition. Parmi ces populations, cing sont allopatriques (le
Lot, la Nive, la Garonne, I'Adour et le Vidourle) et deux sont des zones en parapatrie
(Serre-pongon et le Doubs). Six populations de C. n. nasus ont été échantillonnées, deux
populations en allopatrie (Chée et Flet) , trois populations en parapatrie (Allier, Usses et

Bolléne) et une vient de Roumanie (i.e. de I’aire d’origine de C. n. nasus) (Fig.3; Tab.

).

2. Identification morphologique

Sur le terrain, des la capture les individus ont été distingué, dans la mesure du
possible par André Gilles et/ou Laurent Cavalli et/ou Rémi Chappaz et les gardes
péches présents. Par la suite, en laboratoire nous avons utilisé les méthodes les plus
conventionnelles utilisées chez les taxonomistes, notamment I'analyse et la comparaison
des caractéres méristiques. Ce sont ces méthodes qui sont utilisées de facon coutumiere

par les gardes péches.



L’importance de I’étude des caracteres méristiques dans la compréhension des
phénomeénes d’hybridation a été clairement démontrée chez les Téléostéens (Verspoor et
Hammar, 1991; Ward et Elliot, 1993) et plus particulierement chez les Cyprinidae
(Spillmann, 1961; Dowling et DeMarais, 1993).

Nous avons donc analysé deux caracteres axiaux (nombre des rayons des
nageoires anale et dorsale) et deux caracteres bilatéraux (nombre des rayons des
nageoires pectorales et pelviennes) pour tous les individus (Fig.4). L’ analyse statistique
des données méristiques, établie avec le logiciel S-PLUS (Statistical Sciences, 2000),
est basée sur une analyse discriminante dont le but est de déterminer si les variations
morphologiques permettent la distinction des deux especes. Cette méthode recherche la
combinaison linéaire des variables qui sépare au mieux les groupes. Cette combinaison
linéaire correspond a I’axe discriminant. Chaque individu est ensuite caractérisé par ses
coordonnées sur cet axe. Afin de ne pas prendre en compte le bruit induit par
I’hybridation, les deux espéces ont été initialement caractérisées a partir de 1'ensemble
des populations en allopatrie a I'exclusion de celles de Flet, Serre-Ponc¢on et du Vidourle
en raison de traces d’hybridation avec d’autres cyprinidae tels que Leuciscus cephalus,
Telestes souffia ou Rutilus rutilus (Gilles, 1998). Nous avons ensuite ajouté a 1’analyse

discriminante les individus des zones parapatriques et sympatriques.

3. Analyse allozymique
Dix-huit loci enzymatiques ont été analysés par électrophorese (représentant 15

systemes) selon le protocole établi par Gilles et al. (1996 ; 1998a) (Tab. I1I).

Les estimations de la fréquences des alléles ainsi que les différents parametres
de la variabilité génétique (Hétérozygotie Hobs, Hn.b et le Polymorphisme P) des
populations en allopatrie et en parapatrie sont effectués a l'aide des logiciels BIOSYS-1
(Swofford & Selander, 1981) et GENETIX (Belkhir et al., 1996-2002). La
différenciation génétique entre les populations a été étudiée en estimant les statistiques
F (Wright, 1965) f, 6, F (Weir & Cockerham, 1984 ; Weir & Hill, 2002) sur les 18 loci
enzymatiques en utilisant le programme GENETIX (Belkhir et al., 1996-2002). La
méthode de rééchantillonnage par bootstrap a été utilisée afin d'obtenir un intervalle de
confiance de 95%. Les fréquences alléliques sont utilisées pour construire un
phénogramme basé sur la distance génétique de Cavalli-Sforza et Edward 's (1967) via
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les algorithmes de regroupement UPGMA et Neighbour-Joining sur 100 jeux de
données bootstrappées, en utilisant le logiciel et PHYLIP (Felsenstein, 1995).

Deux systemes ont été ensuite privilégiés pour l'analyse des zones en sympatrie
en raison de leur pouvoir de discrimination spécifique : la PGDH et GPI-B sont donc
utilisées pour analyser les zones de parapatrie. En effet, la PGDH présente des
différences de mobilité électrophorétique qui discriminent totalement C. t. toxostoma et
C. n. nasus alors que la GPI-B est semi-diagnostique (Fig. 5). Les différents génotypes
allozymiques pour les deux systémes sont alors codés permettant ainsi de définir chaque
individu. Cependant, comme il existe pour chacune des especes plusieurs profils de
migration (plusieurs codes), une “échelle allozymique” représentant tous les patterns de
migration rencontrés dans notre étude a été élaborée. Les valeurs de 1’échelle
s’échelonnent de 1 a —1. Tous les patterns électrophorétiques des populations de C. n.
nasus en allopatrie sont définis par 1 et tous ceux des populations allopatriques de C. t.
toxostoma par -1. Les valeurs intermédiaires (0,5, 0 et -0,5) correspondent aux individus

hybrides ou introgressés (Tab. I11).

3. Caractérisation de ’ADNmt

L’ADN total a été extrait a partir de tissu musculaire par la méthode phénol-
chloroforme. Un fragment de 700 pb du génome mitochondrial, correspondant au
cytochrome b, a été amplifié selon la méthode standard de PCR (Polymerase Chain
Reaction) pour 163 individus des deux espéces. Les deux amorces utilisées sont issues
de Gerber et al. (2001). Les cycles d’amplifications sont effectués a partir de 50 pl de
solution de réaction comprenant une unité de DNA polymerase (Bioprobe®), 5 ul de
tampon de reaction (Bioprobe®), 0,4 ul de dNTP (100 mM), et 2,5 ul de chaque amorce
(10 uM). Un microlitre d’ADN est ajouté a cette solution. Les paramétres des cycles
sont: 2 min a 92°C (1 cycle) ; 155sa92°C ;45s5a48°C;2mina72°C (5cycles) ; 15s
a92°C ; 45sa52°C; 2 min a 72°C (30 cycles) et 7 min a 72°C (1 cycle). 500 pb ont

été séquencees (brin lourd) par Genome Express®.

4. Analyse combinée
Les résultats des différents jeux de données ont été combinés graphiquement.
L’analyse discriminante des données méristiques est reportée sur 1’axe des abscisses et

I’échelle des allozymes sur 1’axe des ordonnées. Ces deux axes (représentant
10



I’indépendance des marqueurs méristiques et enzymatiques) permettent la
discrimination des individus dans différents groupes. Nous avons utilis¢ ’ADNmt pour
identifier la part maternelle impliquée dans la production d’hybrides F1 et d’individus
introgréssés dans les populations en sympatrie de C. t. toxostoma et de C. n. nasus.
Chaque individu de la zone en sympatrie est identifié comme C. n. nasus, C. t.
toxostoma, hybride F1 ou introgresse, sur la base des données méristiques et

allozymiques (en référence aux individus des zones allopatriques) et par ’ADNmt .

Il. RESULTATS

1. Zones allopatriques et parapatriques

1.1. Caractéres méristiques

L’analyse factorielle discriminante des données méristiques réalisées avec les
populations en allopatrie permet une différentiation morphologique entre les deux
especes. En effet, tous les C. t. toxostoma (129 individus) sont bien identifiés comme tel
alors que seul 1 individu sur les 54 C. n. nasus en allopatrie est mal classé. Cet individu
présente un nombre anormal de rayons a la nageoire dorsale. Ainsi 99,45% des
individus sont bien classés. Trois des quatre variables meéristiques contribuent
significativement a la définition de I’axe discriminant. Les rayons de la nageoire dorsale
participent & hauteur de 35,9% a Dinterprétation de I’axe, les rayons de la nageoire
pelvienne a 35,8% et ceux de la nageoire pectorale a 27,2%. Les rayons de la nageoire
anale (1,1%) ne permettent pas une discrimination entre les deux especes (Fig. 4). Les
données meéristiques permettent donc d'obtenir deux groupes, correspondant aux deux
especes. Cependant, la frontiére de discrimination entre les deux espéces a partir des
données morphologiques étant trés étroite, il est difficile d’identifier uniquement par ce
marqueur des morphologies intermédiaires. En effet, si on regarde la diagnose des deux
especes sur ces quatre caractéres méristiques, on constate un chevauchement fréquent
des valeurs. Respectivement pour C. t. toxostoma et C. n. nasus (X / Y), le nombre de
rayons a la nageoire dorsale est majoritairement de 9 / 10, de 8 / 9 pour la nageoire
pelvienne, de 15 a 16 / 16 a 18 pour la nageoire pectorale et de 11 / 11 a 12 pour la
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nageoire anale. Nous avons donc plus de chance de trouver un hybride F1 dans la

gamme morphologique des parents.

1.2. Analyses électrophoreétiques

Sept loci enzymatiques sur les dix huit étudiés sont polymorphes dans les
populations en allopatrie et en parapatrie (MPI, SAAT-A, mAAT-B, GPI-A, GPI-B,
PGDH, PGM) (Tab. 1V). Le coefficient cophénétique de corrélation est de 0,998. La
distance de 0,104 (valeur de bootstrap 90% ) indique une grande différentiation
génétique entre les deux espéces (Fig 6).

Parmi les populations de C. n. nasus, seul le groupe constitué par les populations
des Usses, de Bollene et de 1I’Allier est significatif. En effet ces trois populations sont
polymorphes pour 1’alléle GPI-A (respectivement 0,941, 0,900 et 0,827, Tab. 1V). La
population échantillonnée en Roumanie ne peut pas étre distinguée des populations
francaises sur la base des données allozymiques. Par ailleurs ces résultats sont similaires
avec la méthode du Neighbour-joining. Les populations de C. n. nasus présentent un
polymorphisme moyen par locus de 12,96% et une hétérozygotie moyenne de 0,032
10,025 (Tab. V). Les populations de C. t. toxostoma du bassin du Rhéne (Serre-Pongon
et Doubs) sont plus polymorphes (pour les systemes MPI, GPI-B et PGM) que celles du
bassin de la Garonne, de la Nive et du Vidourle, ces derniéres étant monomorphes pour
tous les systemes enzymatiques étudiés. Nous observons ainsi une différentiation entre
ces deux bassins.

Si nous comparons le pourcentage de loci polymorphes pour les deux
chondrostomes, nous observons que les populations de C. t. toxostoma sont moins
polymorphes (5,57%) que celles de C. n. nasus (12,97%) (Tab. V). Des résultats
similaires sont observés pour 1’hétérozygotie moyenne ainsi, C. t. toxostoma présente
une valeur de 0,0044 +0,0032 et C. n. nasus une valeur de 0,032 +0,025. Le Doubs est
la seule population polymorphe de C. t. toxostoma (16,7%), elle présente une
hétérozygotie moyenne de 0,024 0,019, la séparant des autres sur I’arbre UPGMA
(Fig.4). La population de Serre-Pongon présente 16,7% de loci polymorphes, mais une
hétérozygotie moyenne de 0,006 +0,003. La différentiation génétique parmi les
populations est estimée en calculant le F de Weir & Cockerham pour les sept marqueurs
polymorphes. La valeur moyenne de F (0.03026 [0.001491; 0.06654]) indique une
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homogénéité parmi les populations de C. n. nasus. La faible valeur négative de f (-
0.03021 [-0.04865; 0.01318]) n'est pas significativement différente de zéro. Ces
résultats suggerent que les populations de C. n. nasus sont en équilibre de Hardy-
Weinberg. De plus, la valeur moyenne de 6 (0.05870 [0.05146; 0.06181]) indique que
les différentes populations de C. n. nasus présentent une différenciation génétique
modérée, d’aprés Hartl et Clark (1997). En outre, la valeur moyenne de 6 (0.11837
[0.05792; 0.14762]) et de F (0.10314 [0.04615; 0.13095]) des échantillons de C. t.
toxostoma met en évidence un faible degré de différenciation génétique au sein des
populations étudiées, mais indique aussi une fragmentation modérée de la population
globale due a I’excés d’homozygotes au locus GPI-A (0 = 0.30502 +0.15163; F=
0.26885 +0.13279). Ce pattern étant du a la seule population du Doubs. En effet, en
supprimant cette population, nous obtenons un 6 = 0.00334 +0.00297 et un F =-0.00012
+0.00059. Les valeurs moyennes de f (-0.01728 [-0.02010; -0.01125) indiquent une
absence de déficit significatif d’hétérozygotes a I’intérieur des populations de C. t.
toxostoma échantillonnées. Comme pour C. n. nasus, les populations de C. t. toxostoma

sont en équilibre de Hardy-Weinberg.

1.3. Analyses combinées
Le croisement entre I’analyse factorielle discriminante des données méristiques
et I’échelle des allozymes permet une discrimination compléte des deux espéces (fig. 7).

L’analyse des 94 séquences d’ADNmt confirme cette séparation interspécifique.

2. Zone en sympatrie

2.1. Caractéres méristiques

Nous avons classé les individus de la zone en sympatrie sur 1’axe défini par
I’analyse factorielle discriminante des populations en allopatrie (fig.8). L’analyse
discriminante sépare les individus de C. t. toxostoma et de C. n. nasus, mais il apparait
un groupe intermédiaire qui présente des combinaisons morphologiques jamais
observées dans les zones en allopatrie et en parapatrie. Ceci permet 1’identification
d’individus hybrides et d’individus situés au-dela du nuage de points définissant les

individus des espéces "pures" (i.e., des “super”-C. t. toxostoma ou des “super”-C. n.
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nasus). Ces “super’-specimens sont définis a cause de leur positionnement extréme sur

I’axe (du c6té opposé de la zone de recouvrement).

2.2. Analyse électrophorétique
Les résultats enzymatiques des individus de la zone de contact entre les deux
espéces révelent de nouvelles combinaisons alléliques (0,5, 0 et -0,5 sur 1’échelle des

allozymes) correspondant au groupe hybride intermédiaire entre les deux parents.

2.3. Marqueurs allozymiques, méristiques et ADNmt

Le croisement entre I’analyse discriminante des données méristiques (axe des X)
et de I’échelle des allozymes (axe des Y) met en évidence la présence d’individus codés
0 et -0,5 sur I’axe des allozymes identifiés comme hybrides ou introgressés pour les
systemes PGDH et GPI-B (Fig. 4, fig. 8). Ces individus présentent une morphologie qui
s’échelonne entre celle de C. t. toxostoma et celle de C. n. nasus (a I’exception des
positions extrémes correspondant aux “super-specimens”). L'absence d’introgréssés C.
n. nasus (0,5 sur I’échelle des allozymes) peut s’expliquer par la rareté de 1’alléle rapide
(fréquence = 0,017) sur le locus GPI-B. La direction et 1’étendue de 1’introgression ont
été estimées pour les données allozymiques et ’ADNmt. En effet, les données
allozymiques nous ont permis de mettre en évidence le phénomeéne d’introgression entre
C. t. toxostoma et C. n. nasus, mais c'est la présence d’ADNmt C. t. toxostoma et C. n.
nasus dans le groupe hybride qui indique que I’introgression est bi-directionnelle. En
effet, nous avons trouvé des sequences d’ADNmt C. n. nasus parmi le groupe défini par
la morphologie et les allozymes comme étant des individus C. t. toxostoma. Ce résultat
est identique pour les séquences d’ADNmt de C. t. toxostoma. Ainsi, en combinant les
résultats obtenus avec les trois marqueurs dans la zone en sympatrie (Durance +
Ardéche), nous avons pu identifier 31,70% individus introgréssés chez l'espéce C. t.

toxostoma et 41,38% chez I'espéce C. n. nasus.
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I11. DISCUSSION

La distribution géographique actuelle et la parfaite discrimination de ces deux
entités taxonomiques par I’utilisation de marqueurs méristiques et moléculaires
(allozyme et ADN mitochondrial) confirment le rang spécifique de ces deux
chondrostomes en accord avec le principe de concordance généalogique de Avise et
Ball (1990).

En effet, la distance allozymique entre les deux especes (0,104), la monophylie
réciprogque de ces deux especes, supportee par de fortes valeurs de bootstrap (Bp=90), et
le pourcentage de divergence moléculaire (7%) portant sur les séquences de cytochrome
b (Gilles et al. 1998a), indiquent clairement que C. t. toxostoma et C. n. nasus sont des
espéces valides.

D’une fagon générale, les populations de C. t. toxostoma sont beaucoup moins
polymorphes que les populations de C. n. nasus (5,57% de loci polymorphes en
moyenne contre 12,97%), elles-mémes moins polymorphes que Telestes souffia
(19,21%), une espéce qui vit souvent dans le méme milieu que C. t. toxostoma (Gilles et
al. 1998b). Le polymorphisme observé dans les populations de C. t. toxostoma dans la
zone en sympatrie ne correspond pas uniquement a la présence d' alleles spécifiques de
C. n. nasus, mais bien a des alléles propres comme ceux identifiés dans la population de
la riviere Doubs. En effet, cette population de C. t. toxostoma (zone en parapatrie)
montre des alleles spécifiques sur le locus de la GPI-B, qui n’ont jamais été observés
dans les populations de C. n. nasus. L hétérozygotie de C. n. nasus (0,032 +£0,025) est
comparable a celle trouvée chez les Cyprinidae d’Amérique du Nord, 0,052 +0,004
(Avise, 1977). C. t. toxostoma constitue une espece quasi monomorphe (0,004 +0,003).
Cependant, 1’isolation géographique des différentes populations de C. t. toxostoma a
conduit a la rupture du flux génique. De plus, les deux populations polymorphes (Doubs
et Serre-Pongon) ne montrent aucun déficit en hétérozygotes, ce qui suggere 1’absence
de sélection sur les génotypes hétérozygotes dans ces populations. D’autre part, le
polymorphisme observé pour les populations de C. n. nasus est similaire a celui
rencontré au sein de populations anciennes ayant peu connu de goulot d’étranglement.
Ce résultat est surprenant puisque C. n. nasus est une espéece récemment introduite.

Deux raisons peuvent expliquer ces résultats: 1). il y a eu introduction d’un trés grand
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nombre d’individus de I’espéce C. n. nasus, 2). il y a eu multiplication des sources
d’introduction.

Cependant, méme si les électrophoréses enzymatiques sont une méthode efficace
pour I’analyse du polymorphisme, il est difficile d’extrapoler nos résultats au genome
dans son ensemble puisque les allozymes utilisés dans cette étude représentent
uniquement un sous ensemble du génome nucléaire.

Selon la définition de Harrisson (1993), la Durance et 1’Ardéche (zones en
sympatrie entre C. n. nasus et C. t. toxostoma) peuvent étre definies comme des zones
hybrides en mosaique, puisqu’elles ne sont pas caractérisées par un simple cline. Notre
protocole d’identification des hybrides est forcément biaisé par défaut, puisque des
hybrides peuvent apparaitre comme des individus C. t. toxostoma ou C. n. nasus purs
sur les trois marqueurs employés. En utilisant trois marqueurs indépendants, nous
montrons une sous estimation de I’introgression dans la zone hybride qui est en partie
due a la présence d’individus hybrides dans une des classes parentales (i.e. ces individus
présentent des allozymes et des caractéres morphologiques d’une espéce et I’ADN
mitochondrial de I’autre). Cependant, I’importance du nombre d’individus introgressés
présentant une recombinaison génomique semble étre un indicateur de 1I’importance du
phénoméne d’hybridation comme réponse au stress. La présence d’individus
introgrésses entre les deux espéces signifie qu'au moins certains hybrides de premiere
génération sont viables et fertiles montrant ainsi I'absence de barriére reproductive entre
celles-ci. La présence d’ADNmt C. t. toxostoma et C. n. nasus parmi les individus
hybrides démontre que I’introgression entre C. t. toxostoma et C. n. nasus est
bidirectionnelle (pere espece A / mére espéce B ou pere espece B/ mere espéce A). Dans
ce cas une assimilation génétique compléte est possible entre les deux chondrostomes et
peut présenter un danger pour I’intégrité génétique des espéces parentales (Berrebi et
al., 1989 ; Gilles, 1998). C

Les marqueurs utilisés se sont avérés suffisamment puissants pour identifier les
populations introgressées, ils permettent ainsi de proposer un programme de
conservation.

Dans I'immédiat, le bassin de la Garonne doit étre protégé contre 1’introduction
de C. n. nasus. De méme, il est impératif de protéger la population du Doubs qui

représente la seule population polymorphe pure du bassin du Rhéne.
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Bien que des spécimens hybrides aient été détectés dans des études précédentes,
les marqueurs utilisés dans cette étude indiquent que les populations échantillonnées de
Serre-Poncon et du Vidourle représentent des populations pures de C. t. toxostoma. Il
semble que des hybridations ponctuelles avec des Cyprinidae autres que C. n. nasus se
produisent dans ces localités, mais des études plus poussées sont nécessaires avant de
conférer un statut de protection a ces populations.

De méme, la seconde partie de cette étude, actuellement en cours, prend en
compte I'étude des trois groupes Ch. toxostoma, Ch. nasus et hybrides (au sens large) a
partir de plusieurs stations d'étude dans I'écosystéeme Durancien . La Durance a été
choisie comme modele d'étude en raison de la diversité des ambiances climatiques et
hydrologiques. La Durance est un milieu fortement anthropisé avec de nombreux
barrages et seuils, qui limitent les échanges entrainant une forte fragmentation de
I'nabitat physique, des températures et qualité de milieu qui en font un trés bon

laboratoire naturel de I'impact de I'homme sur un hydrosystéme.
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Figure 3. Stations d’échantillonnage des zones en allopatrie et parapatrie pour C. n.
nasus (cercles noirs) et pour C. t. foxostoma (cercles blancs) et des populations en
sympatrie (cercles gris).
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Figure 4. Représentation des caractéres méristiques étudiés sur une photographie de
Chondrostoma toxostoma toxostoma. Dor = nageoire dorsale, Pec = nageoire pectorale,
Pel = nageoire pelvienne et An = nageoire anale.
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Figure 4. Représentation des caractéres méristiques étudiés sur une photographie de
Chondrostoma toxostoma toxostoma. Dor = nageoire dorsale, Pec = nageoire pectorale,

Pel = nageoire pelvienne et An = nageoire anale.
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Figure 5. Phénogramme bas¢ sur la distance de Cavalli-Sforza et Edwards (1967),
utilisant I'algorithme de regroupement UPGMA sur 100 jeux de données bootstrappées,
basé sur les sept loci polymorphes des populations "pures” de C. n. nasus (Roumanie,
Chee, Flet, Allier, Bollene et Usses) et C. t. toxostoma (Doubs, Serre-Pongon, Garonne,

Vidourle, Nive, Lot et Adour). Le coefficient cophénétique de corrélatoin est de 0,998.
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Figure 6. Combinaison entre 1’analyse discriminante des données méristiques (sur I’axe
des x) et des données allozymiques (échelle des allozymes, sur ’axe des y) pour les
populations en allopatrie et en parapatrie. Les individus C. . foxostoma sont proches de
I’origine de 1’axe des abscisses (tous les individus sont codés —1 sur 1’échelle des
allozymes). Les individus C. n. nasus sont a la position opposée, ils sont tous codés 1
sur 1’échelle des allozymes (axe des y).

Les cercles : correspondent aux populations en allopatrie, les carrés correspondent aux
groupes particuliers (la population de Flet pour C. n. nasus, celles du Vidourle et de
Serre-Pongon pour les populations de C. t. foxostoma), les losanges correspondent aux
populations en parapatrie.
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Figure 7. Localisation des individus de la zone en sympatrie (rivieres de 1’ Ardeche et
de la Durance) sur I’axe des x définit par I’analyse discriminante (basée sur les
populations en allopatrie) et sur I’échelle des allozymes (cf Tab. II). Les triangles avec
la pointe en haut et une lettre H représentent les séquences d’ADNmt C. n. nasus, ceux
avec la pointe vers le bas et la lettre T représentent les séquences d’ADNmt C. ¢
toxostoma. Les cercles correspondent aux individus pour lesquels nous n’avons pas
analysé les séquences d’ADNmt.
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Tableau | : Identification des lieux d’échantillonnage et taille des échantillons pour les
données allozymiques, méristiques et d’ADNmt.

* Seuls deux caracteres méristiques ont été étudiés (rayons des nageoires anales et
dorsale) pour population de Bolléne, nous ne I’avons donc pas utilisé dans 1’analyse
discriminante.

** Toutes les séquences sont C. n. nasus.

Taille des échantillons
Localité

Espéece
Allozymique  Méristique ADNmMt

Roumanie 24 24 5 C. n. nasus
Allier 26 27 5 C. n. nasus
Chée 30 30 4 C. n. nasus
Usses 34 32 5 C. n. nasus
Bolléne 35 35* g** C. n. nasus
Flet 32 30 9 C. n. nasus
Lot 29 29 5 C. t. toxostoma
Serre-Pongon 28 28 13 C. t. toxostoma
Nive 34 34 9 C. t. toxostoma
Garonne 38 38 10 C. t. toxostoma
Doubs 30 30 10 C. t. toxostoma
Adour 28 28 10 C. t. toxostoma
Vidourle 33 32 9 C. t. toxostoma
Ardéche 35 32 11 Zone
Durance 132 133 58 hybride
Total 568 562 172
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Tableau Il : Nomenclature enzymatique (Shaklee et al., 1990), et solution
tampon utilisée: A = Tris-Glycine pH 8,5; B =Tris-Citrate pH 6 (Richardson et al.,

1986).

Numéro Nombre Solution
Enzyme Locus BTN

Enzyme d'alléles tampon
Aspartate transaminase 26.1.1 SAAT-A 2 A

2.6.1.1 mAAT-B 2
Adenylate kinase 2.7.4.3 AK 1 B
Creatine kinase 2.7.3.2 CK-A 1 B
Fructose-bisphosphatase 3.13.11 FBP 1 B
Fumarate hydratase 4.2.1.2 FH 1 B
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1.1.1.8 G3PDH 1 B
Glucose-6-phosphate isomerase 5.3.1.9 GPI-A 3 A

53.19 GPI-B 3
3-hydroxybutirate dehydrogenase 1.1.1.30 HBDH 1 B
Isocitrate dehydrogenase 1.1.1.42 mIDHP 1 B
L-lactate dehydrogenase 1.1.1.27 LDH-A 2 A

1.1.1.27 LDH-B 1
Malate dehydrogenase 1.1.1.37 sMDH 1 B
Malic enzyme 1.1.1.38 ME 1 B
Mannose-6-phosphate isomerase 53.1.38 MPI 3 B
Phosphogluconate dehydrogenase 1.1.1.44 PGDH 3 A
Phosphoglucomutase 5.4.2.2 PGM 2 A
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Tableau 111 : Définition des codes allozymiques pour la GPDH et la GPI-B et
présentation de 1’échelle allozymique.
* selon l'origine de 1’alléle commun pour le locus semi-diagnostique (GPI-B).

Code de la PGDH

Code de la GPI-B

Identification

Echelle allozymique

0101 0103 C. t. toxostoma .
0101 0101 C. . toxostomg (ou
introgresseé)
0101 0102 Introgressed C. t.
toxostoma -05
Introgressé C. t.

0101 0202 toxostoma ou

0203 : )

introgresse C. n. nasus

0102 0103
0102 0101 Hybrid ou introgressé 0

0102
0102 0202

0103 ,
0202 0203* Introgressé C.n. nasus +0,5
0202 C. n. nasus (ou
0203 0101 int.ro resse)
0303 g +1
0202
0203 8%83 C. n. nasus
0303
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Tableau IV : Fréquences alléliques pour les 18 loci enzymatiques étudiés pour
les populations en allopatrie et en parapatrie. Les populations de C. t. toxostoma sont en

gris. La taille des populations est indiquée entre parenthéses.

POp- Roumanie  Allier Chée Usses Bollene Flet Lot serre: Nive Garonne Doubs Adour Vidourle
\ @) @8 @ ©GH @ G2 @9 o @) @) @) @8 @
Locus (28)
MPI
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,982 1,000 1,000 0,967 1,000 1,000
2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000
3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FH
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
SAAT-A
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,982 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
mAAT-B
1 0,979 1,000 1,000 1,000 0,986 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
2 0,021 0,000 0,000 0,000 0,014 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
LDH-A
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
LDH-B
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
HBDH
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
G3PDH
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
mIDHP
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
GPI-A
1 1,000 0,827 0,983 0,941 0,900 0,969 1,000 1,000 1,000 0,937 0,800 1,000 1,000
2 0,000 0,273 0,017 0,059 0,100 0,031 0,000 0,000 0,000 0,013 0,200 0,000 0,000
GPI-B
1 0,604 0,635 0,483 0,853 0,757 0,703 1,000 1,000 1,000 1,000 0,983 1,000 1,000
2 0,396 0,365 0,517 0,147 0,243 0,297 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000
PGDH
1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,922 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,078 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FBP
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
AK
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
CK-A
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
ME
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
sSMDH
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
PGM
1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,982 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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Tableau V : Pourcentage de loci polymorphes et hétérozygotie moyenne pour les populations en allopatrie et parapatrie de C. n. nasus et C.
t. toxostoma. Les écart-types sont entre parentheses.

Zone Population | P_ourcentage de Hétérozygotie Hétérozygotie
oci polymorphes * moyenne** moyenne***
Allopatrie Roumanie 11,1 0,0295 (0,0271) 0,0278 (0,0254)
Parapatrie Allier 11,1 0,0425 (0,0301) 0,0385 (0,0271)
C n. nasus Allopatrie Chée 11,1 0,0301 (0,0282) 0,0333 (0,0314)
o Parapatrie Usses 11,1 0,0204 (0,0151) 0,0229 (0,0172)
Parapatrie Bolléne 16,7 0,0325 (0,0225) 0,0333 (0,0228)
Allopatrie Flet 16,7 0,0351 (0,0244) 0,0382 (0,0296)
Allopatrie Lot 0 0 (0) 0 (0)
Parapatrie ~ Serre-Pongon 16,7 0,0060 (0,0032) 0,0060 (0,0032)
Allopatrie Nive 0 0 (0) 0 (0)
C. t. toxostoma  Allopatrie Garonne 5,6 0,0015 (0,0015) 0,0015 (0,0015)
Parapatrie Doubs 16,7 0,0236 (0,0182) 0,0241 (0,0186)
Allopatrie Adour 0 0(0) 0 (0)
Allopatrie Vidourle 0 0 (0) 0 (0)

* Un locus est considéré polymorphe si plus d'un allele est détecté.

** H n.b. (Nei 1978).

*** H observée.
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