Travail de candidature
2014-2015

Genétique des populations de
I’anthyllide vulneraire
(Anthyllis vulneraria L.)
au Luxembourg




Je soussigné, Kellner Laurent, déclare par la présente avoir réalisé ce travail de candidature
par mes propres moyens.

Mertzig, le 28.02.2015



KELLNER LAURENT, CANDIDAT DANS LA CARRIERE DE PROFESSEUR DE
SCIENCES (BIOLOGIE) AU LYCEE CLASSIQUE DE DIEKIRCH (LCD)

Génetique des populations de
I’anthyllide vulneraire
(Anthyllis vulneraria L.)
au Luxembourg

L

Lycée Classique de Diekirch (LCD)

o

b "]

Musée Nationale d’Histoire Naturelle (MNHN) Bt "
2014-2015




Résumé :

Parmi les habitats du Luxembourg les plus fragmentés au cours des derniéres décennies
figurent surtout les pelouses seches calcaires, qui représentent cependant un habitat
important pour de nombreuses espéces.

Le présent travail visait a étudier la structure génétique de treize populations d’Anthyllis
vulneraria, une plante pérenne a courte durée de vie typique des pelouses seches, de trois
régions géologiques du Luxembourg, a savoir du Keuper, de la Minette et du calcaire
coquillier. Les analyses génétiques des échantillons par la technique de I'AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism) ont permis d’étudier la structure et la diversité génétique

de ces populations.

Les résultats montrent que les différentes populations d’A. vulneraria du Luxembourg
présentent une différenciation génétique relativement importante, traduisant un flux
génétique faible. De plus, ces populations ont pu étre subdivisées selon leur structure
génétique en trois groupes, qui correspondent en grande partie aux trois régions
géologiques étudiées. Les populations de chacune de ces régions présentent donc un pool
génétique propre. En outre, la diversité génétique relativement faible des populations
étudiées indique qu’elles ont déja subis une diminution de leur variabilité génétique par des
phénomeénes de dérive génétique et de consanguinité. Cette diminution de la diversité
génétique a été la plus prononcée pour les populations de faible taille de la région du
calcaire coquillier ou I'espéce est en nette régression.

Malgré I'effet fondateur auquel elles auraient été soumises, les populations des anciens
sites d’exploitation de la Minette semblent moins touchées par ces phénomeénes d’érosion
génétique, ce qui montre bien I'importance des mesures de préservation pour le maintien
de la diversité génétique des espéces.

La région du Keuper, abritant les pelouses séches semi-naturelles historiques, représente
également un pool génétique propre avec une diversité génétique importante a l'intérieur
des populations. Contrairement aux pelouses calcaires secondaires de la Minette, il n’existe
pas de plan de gestion coordonné pour les pelouses calcaires du Keuper, ce qui met en péril
les populations d’A. vulneraria dans cette région. L'absence de paturage itinérant contribue

a I'isolement génétique de cet habitat fortement fragmenté.
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l. Introduction

.1. La biodiversité

Charles Darwin a fondé les bases scientifiques de I’évolution et de la diversité du vivant dans
son célebre ouvrage « I'origine des espéeces » publié en 1859. Cet ouvrage révolutionnaire a
bouleversé la conception de I'homme sur lui-méme et sur I'origine de la diversité des étres
vivants (Klaus 2009). Longtemps, la biologie s’intéressait surtout a comprendre les
mécanismes responsables de cette variabilité du vivant et il a fallu un certain temps pour

gue la variabilité elle-méme attire I'attention des chercheurs (Schmid 2009).

Aujourd’hui, la variété et la variabilité naturelle des organismes vivants sont souvent
regroupées sous le terme récent de « biodiversité ». Cependant, ce terme utilisé pour la
premiere fois en 1986 lors du forum national sur la diversité biologique est bien plus qu’un
simple terme descriptif pour rendre compte de I'énorme diversité du monde vivant. Il est a
I'origine d’une nouvelle approche plus globale de la conservation et de la préservation de la
nature, qui repose aussi bien sur des connaissances et découvertes scientifiques que sur des
guestions déontologiques et économiques (McNeely 2007).

Cette approche a notamment conduit a la mise au point de la « convention sur la diversité
biologique (CDB) » lors du sommet de la terre a Rio de Janeiro en 1992, qui engage les 190
pays signataires a protéger et a restaurer la diversité biologique, reconnue comme un des
enjeux essentiels du développement durable. Grace a cette convention, la protection de la
biodiversité est devenue une préoccupation commune a I’humanité, nécessitant une
collaboration étroite entre différents domaines scientifiques comme la taxonomie, la

génétique, I’ethnologie ou encore I’économie (McNeely 2007).

Malgré cette prise de conscience interdisciplinaire et les nombreux efforts réalisés au cours
des derniéres décennies, |'érosion de la biodiversité suite a I'activité humaine ne cesse de se
poursuivre. On considére actuellement que les cing causes majeures d’atteinte a la

biodiversité sont la fragmentation et la destruction des milieux de vie, la surexploitation des



especes sauvages, l'introduction d’espéces exotiques envahissantes, la pollution et le
changement climatique (MEDDE 2010).

Il s’y ajoute que la biodiversité reste, a cause de sa grande complexité, un domaine encore
largement inexploré. Ainsi, la biodiversité peut étre considérée a différents niveaux. On

distingue notamment :

e |a diversité écologique, donc celle des milieux de vie (écosystémes) a toutes les
échelles,

e |a diversité spécifique, donc celle des especes, y comprises les interactions entre les
especes et leur milieu de vie,

e la diversité génétique entre espéces, entre populations d’'une méme espéce ou

encore entre individus d’une méme population (MEDDE 2010, MNHN 2014).

Au Luxembourg, environ 1300 espéces de plantes vasculaires ont actuellement été
recensées sur le territoire national (Colling 2005). Cependant, comme dans beaucoup de
pays d’Europe, le développement urbain et les activités commerciales et agricoles
croissantes ont mené a une fragmentation continue des habitats et par conséquence a une
réduction de I'espace vital de la faune et de la flore. Pour freiner cette tendance, le réseau
NATURA 2000 fat créé, afin de classer certaines régions jouant un réle essentiel dans la

biodiversité comme réserves naturelles protégées.



1.2. Lagénétique des populations et la diversité génétique

Selon la théorie de la « Synthése moderne », la diversité des individus nait au sein d’une
population. Par population on entend un ensemble d’organismes d’une méme espéce qui se
perpétuent dans un espace géographique déterminé et qui sont capables de se reproduire
entre eux. En se reproduisant, les individus d’une population sont donc capables de
transmettre les génes favorables a leur descendance. L’origine des especes de méme que les
variations intraspécifiques seraient ainsi dues a |'apparition de mutations aléatoires, suivie

de la sélection par le milieu des individus les mieux adaptés (Gilbert 2004).

La génétique des populations étudie la variabilité génétique entre différentes populations ou
au sein d’'une méme population et s’intéresse aux facteurs susceptibles de modifier cette
variabilité. Il s’agit d’une synthese entre la théorie darwinienne de I|’évolution et les
principes de la génétique mendélienne (Raven, Evert et Eichhorn 2000). Ainsi, cette branche
relativement récente de la biologie étudie la composition génétique des populations, définie
comme |'ensemble des fréquences des différents génotypes au sein d’une population
(Griffiths et al. 2010). L’évolution apparait ainsi comme le résultat du changement des
fréquences d’alleles des différents genes qui ségrégent au sein d’une population (Raven et
al. 2000). Parmi les facteurs évolutifs majeurs qui influencent sur les fréquences d’alleles
chez les plantes, on peut notamment citer les mutations, le flux génique résultant de la
pollinisation et de la dispersion des graines ou encore la dérive génétique qui correspond a

la perte (ou au gain) aléatoire d’alléles.

Cette variabilité génétique est un facteur important pour la survie des populations, voir des
espéces, car elle leurs permet de s’adapter aux variations de I’environnement et donc de
résister a la sélection naturelle. Ainsi, le maintien de la diversité génétique et du potentiel
évolutif qu’elle représente, a pris un role majeur dans la protection de la biodiversité au
cours des dernieres décennies (Frankel et Soulé 1981).

Une des menaces majeures pour la biodiversité est la fragmentation des habitats par
I'activité humaine (Sala et al. 2000). Cette fragmentation crée des populations de petite
taille et augmente leur isolement géographique, ce qui amplifie les mécanismes favorisant

I’érosion génétique (Young, Boyle et Brown 1996).



Ainsi, les phénomenes de dérive génétique sont plus prononcés dans des populations isolées
et de petite taille. En supposant I'absence de toute mutation ou de sélection naturelle, la loi
de Hardy-Weinberg prédit que pour une population dont la taille tend vers l'infini et ou la
fécondation se fait au hasard, les fréquences des alléles des génes resteront stables au cours
des générations. Cependant, si une population diploide présente un effectif fini, ces
fréquences vont varier de fagon aléatoire au cours des générations (Garnier 2011). En effet,
comme la répartition des chromosomes homologues lors de la formation des gameétes se fait
au hasard, il n’y a qu’un seul alléle de chaque géne d’origine paternel ou maternel, qui sera
transmis a la descendance. A I’échelle d’une population, ce « tirage au sort » va donc mener
a long terme a des variations des fréquences des différents alléles d’un géne. Au cours des
générations successives, la fréquence de certains alléles va augmenter jusqu’a fixation de
I'allele (fréquence = 1), tandis que la fréquence d’autres alléles va diminuer jusqu’a ce gu’ils
disparaissent complétement (fréquence = 0). La fixation ou la perte d’alleles mene ainsi
inévitablement a une diminution de la variabilité génétique au sein de la population et a une
augmentation de 'homozygotie. Bien que la dérive génétique soit un phénoméne aléatoire,
sa vitesse dépend de la fréquence initiale des alleles et de la taille de la population (Young et
al. 1996 ; Aguillar et al. 2008). Ainsi, les alléles rares sont plus susceptibles d’étre perdus au
cours des générations et la dérive génétique est beaucoup plus rapide dans des populations

de petite taille, ou le flux génique est moins important (voir fig.1).
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La fragmentation des habitats ne réduit non seulement la taille des populations, mais
augmente également leur isolement par rapport a d’autres populations. Plus la distance
entre populations augmente, plus le flux de genes par le pollen ou par les graines diminue. A
partir d’'un certain degré d’isolement, il n’y a donc plus de flux génique entre les populations
ou d’effet migrateur, qui puissent homogénéiser les fréquences alléliques entre populations
et compenser ainsi les phénomenes d’érosion génétique, dus a la dérive génétique (Ronfort,
Jenczewski et Muller 2005).

Les effets de I'isolement spatial varient cependant d’une espéece a I'autre et dépendent entre
autre de la distance séparant les populations, du mode de transport du pollen (pollinisation
par le vent, par des insectes, etc.) et du mode de transport des graines (par le vent, par les
animaux, etc.). Ainsi, on a par exemple montré que la perte de variabilité génétique dans des
populations d’Anthyllis vulneraria était beaucoup moins prononcée dans des habitats isolés,
mais soumis au paturage par des moutons itinérants, qui servent de vecteurs pour

transporter les graines sur des distances élevées (Honnay et al. 2006).

Il s’y ajoute que la réduction de la taille des populations augmente également les
phénoménes de consanguinité, donc de reproduction entre individus apparentés. Cette
consanguinité mene également a une diminution de la variabilité génétique et donc de la
capacité adaptative d’'une population, car elle conduit a une perte d’hétérozygotie pour un
géne donné (voir fig. 2). Ainsi, au cours des générations successives, elle mene a une
augmentation du taux d’homozygotes pour un certain nombre de genes (Ellstrand et Elam
1993). Cette dépression de consanguinité ne conduit non seulement a une perte d’alléles,
mais elle peut également augmenter le taux de caracteres récessifs déléteres a I'intérieur de
la population. Les populations peuvent donc devenir de moins en moins viables, ce qui peut
mener a leur extinction. Les phénomeénes de consanguinité sont le plus prononcé chez des
plantes capable d’autofécondation, ou on peut rapidement assister a des taux de
consanguinité proche de 100% (Verrier et al. 2001). Il faut cependant préciser que la fixation
d’alleles nocifs semble moins prononcée chez les plantes présentant un taux élevé
d’autogamie, car ces alléles vont étre plus rapidement purgés par la sélection naturelle
(Young et al. 1996). La consanguinité biparentale a surtout lieu dans des populations de
petite taille et ou l'isolement géographique évite le flux de genes par le pollen ou par les

graines (Ellstrand et al. 1993 ; Turner et al. 1982).
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Finalement, la fragmentation des habitats s’accompagne souvent d’une séparation des
populations naturelles en plusieurs petites sous-populations. Comme chacune de ces sous-
populations ne présente qu’une partie restreinte du « pool » génétique de la population
initiale, on assiste déja en absence de tout phénomeéne de dérive génétique ou de
consanguinité a une diminution du nombre d’alléles et donc a une perte de variabilité
génétique. Si le nombre initial des différents alléles pour un gene est trés faible et si I'effectif
de la population reste petit (comme dans le cas d’un habitat restreint), la population peut
passer par un « goulot d’étranglement » (Ricklefs et Miller 2005). Dans ce cas, les
phénoménes de dérive génétique et de consanguinité sont d’avantage accélérés et peuvent
mener a une population ne présentant quasiment plus de variabilité génétique et un taux
trés élevé d’homozygotie. Une telle population est extrémement vulnérable, car méme des
petits changements environnementaux ou des phénomeénes ponctuels peuvent entrainer
I’extinction de la population entiére. De plus, la probabilité qu’un caractére nocif, voir létal,
se répartisse sur I'ensemble de la population est fortement augmentée. Ces mémes effets
peuvent aussi apparaitre lors de la colonisation d’un nouvel habitat par une sous-population

de taille trop petite. On parle alors d’un effet fondateur (Garnier 2011).

Tous ces phénomeénes génétiques conduisent donc a une diminution de la diversité
génétique a l'intérieur d’'une population, tout en augmentant la différence génétique entre
les différentes populations. Vus les risques d’érosion génétique liés a la réduction et a la
fragmentation des habitats naturels, le suivi de la variabilité génétique au sein des

populations a pris une position importante dans la protection de la biodiversité. Les
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recherches en biologie des populations ont permis de développer des outils et des modeéles
statistiques puissants, permettant d’évaluer, de quantifier et de comparer la diversité
génétique des populations d’'une espéce donnée. Ainsi, les nouveaux marqgueurs
moléculaires (fragments de restriction, microsatellites, etc.) et techniques d’analyse (PCR,
RAPD, AFLP, etc.) permettent des études précises et rapides du polymorphisme des génes,
ainsi que des coefficients de consanguinité et de parenté. Les études de la diversité
génétique des populations permettent donc de suivre I'état des populations, d’identifier les
populations a risques et de mettre en évidence les populations avec une grande diversité

génétique, prioritaires a la conservation.
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1.3. Objectifs du projet

On estime que les pelouses sechent figurent parmi les habitats les plus riches en espeéces
d’Europe et leur conservation a pris un réle central dans la gestion et la protection de la
biodiversité (Poschlod et Wallis De Vries 2002). Les pelouses calcaires pauvres en nutriments
sont généralement caractérisées par une végétation tres diversifiée et hautement
spécialisée. Elles représentent un habitat important pour de nombreuses plantes herbacées

vivaces, dont un grand nombre des plantes rares ou menacées.

Cependant, les pelouses calcaires seches ont fortement régressés au Luxembourg au cours
des dernieres décennies. Ainsi, on estime que 34,8% des pelouses séches ont disparu entre
1962 et 1999 (Ministére de I'’environnement 2014). Bien que beaucoup de ces habitats aient
été intégrés dans le réseau Natura 2000, un grand nombre de pelouses séches est
actuellement menacé par une fragmentation continue et I'abandon de gestion favorisant
leur enherbement et embroussaillement. Ceci limite la croissance et le développement des
espéeces types, qui sont généralement de petite taille et peu compétitives. Parmi les mesures
visant a préserver la biodiversité au Luxembourg, le ministére de I'environnement précise
dans son rapport sur la mise en ceuvre de la convention sur la biodiversité au Luxembourg
I'importance du relevé des especes types de ces régions menacées (Wolff 2009). Le suivi des
espéces indicatrices et des espéeces menacées permettrait ainsi d’identifier les régions

d’importance pour mieux pouvoir les préserver.

De plus, I'arrét d’exploitation relativement récent des anciennes minieres a ciel ouvert a
mené a la formation de pelouses calcaires secondaires importantes dont I'évolution végétale
est relativement lente. Comme ces nouveaux habitats comportent déja un grand nombre de
plantes menacées, I'étude de leur état de conservation a travers des espéces indicatrices et
dans le cadre de la mise en ceuvre de la convention sur la biodiversité s’avere tres

importante.

Anthyllis vulneraria L. est une plante caractéristique des pelouses calcaires pauvres en
nutriments des pays d’Europe. Cependant, au Luxembourg comme dans beaucoup d’autres
pays d’Europe, |'espéce a régressé au cours des dernieres décennies (Colling 2005). Cette

14



régression est probablement due a une réduction et une fragmentation de leur habitat
naturel suite a I'activité humaine, ce qui a mené a une diminution de la taille des populations

restantes et a une augmentation de leur isolement géographique.

A. vulneraria est particulierement bien adaptée comme plante indicatrice pour étudier les
effets de la fragmentation des habitats sur la diversité génétique des populations restantes.
Bien que I'espéce ait régressée au cours des derniéres années, elle est supposée étre encore
assez commune sur I'ensemble du territoire luxembourgeois pour permettre la collection
d’un nombre significatif d’échantillons. De plus, en tant que plante bisannuelle a pérenne,
elle présente un cycle de vie assez court (environ cing ans), qui lui permet de réagir de
maniere dynamique aux changements de I’habitat. Ceci est un facteur important, car la
plupart des espéces des pelouses seches sont des plantes pérennes qui peuvent survivre
pendant de tres longues périodes aux conditions défavorables. Finalement, A. vulneraria
présente des graines assez larges et par conséquence mal dispersées, ce qui limite le flux de
génes entre populations. Les populations isolées d’A. vulneraria sont donc susceptibles

d’étre fortement affectées par les phénomenes de dérive génétique et de consanguinité.

Le présent travail vise a étudier la structure génétique de plusieurs populations d’A.
vulneraria de différentes régions géologiques du Luxembourg. Les profils génétiques et la
comparaison des marqueurs moléculaires neutres obtenus par la technique de I'AFLP
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) vont permettre d’étudier la diversité génétique
des populations d’A. vulneraria par rapport a la taille et I'isolement des populations. De plus,
ils permettront d’étudier la structure génétique des populations a travers le morcellement

du paysage de méme que la structure génétique a l'intérieur des populations.
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Il. Matériel et méthodes

I1.L1. Anthyllis vulneraria L.

a) Description de 'espéce

Anthyllis vulneraria L., communément appelée tréfle des sables ou anthyllide vulnéraire
(echter Wundheilklee en allemand), appartient a la classe des Magnoliposida
(dicotolédones), a I'ordre des Fabales, a la famille des Fabaceae (légumineuses) et au genre

des Anthyllis (Roskov et al. 2014).

Anthyllis vulneraria est une espéce tres polymorphe (licim, Cenet et Dadandi 2008), ce qui
rend sa classification intraspécifique trés compliquée. Jusqu’a présent, trente sous-especes
ont été identifiées, mais leur taxonomie, qui repose sur des caractéristiques morphologiques
mineures, est contestée a I'heure actuelle (Nanni et al. 2004). On suppose actuellement que
beaucoup de ces sous-espéces correspondent en réalité a des formes hybrides ou a des
adaptations locales.

En Europe, il existe plusieurs sous-especes a aires bien délimitées, mais qui sont reliées par
de fréquents intermédiaires résultant probablement de I'hybridation entre des taxons
indigenes et des plantes originaires d’Europe occidentale ou orientale, qui avaient été
cultivées dans nos régions. En Europe, on distingue notamment les sous-especes Anthyllis
vulneraria  ssp. vulneraria (nord-ouest de [|'Europe), Anthyllis vulneraria ssp.
pseudovulneraria (Europe occidentale et centrale), Anthyllis vulneraria ssp. carpatica
(Europe centrale), Anthyllis vulneraria ssp. polyphylla (Europe centrale et orientale) et
Anthyllis vulneraria ssp. iberica (sud-ouest de I'Europe) (Lambinon, Verloove et Delvosalle

2012).
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Fig. 3: Anthyllis vulneraria L.
(Source : Atlas des plantes de France, A. Masclef 1891)

A. vulneraria est une plante herbacée vivace annuelle, bisannuelle ou pérenne, qui est
généralement en floraison de mai a septembre. Sa taille peut varier entre 10 a 50 cm de
hauteur. La tige est souvent ascendante (couchée a la base, puis redressée) et relativement
gréle. L'espece présente le plus souvent une pilosité importante de la tige avec des poils

apprimés.

Elle présente des feuilles a limbe imparipenné sur toute sa hauteur. Les folioles des feuilles
sont trés inégales, avec une grande foliole terminale et des folioles latérales bien
développées mais beaucoup plus réduites. Les stipules sont petites et fusionnées avec le

pétiole des feuilles caulinaires, mais elles peuvent également étre absentes (Hegi 1975).

A. vulneraria présente des fleurs en denses ombelles ou tétes axillaires, a l'aisselle des

feuilles. Les fleurs sont souvent entourées de grandes bractées foliacées pennatipartites

(profondément divisées en lobes).
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Le calice poilu est large de 3-5 mm, tubuleux et a ouverture oblique. Il est souvent renflé en
vessie apres la floraison. Il est formé de cing dents inégales. Les deux dents de la lévre
supérieure sont plus grandes et les trois dents de la lévre inférieure sont bien plus réduites
et plus ou moins reliées.

La corolle est formée de longs pétales (12-15 mm) jaunes, blanchatres ou pourpres, avec
onglets. Les pétales inférieurs sont souvent reliés avec les tubes du filet. Les étendards
dépassent peu les ailes ovoides. La caréne est légerement courbée, obtuse et plus courte
que les ailes. Les filets sont reliés pour former un tube et sont élargis vers le haut (Tutin et al

1968 ; Hegi 1975 ; Lambinon et al. 2012).

L'ovaire présente deux a plusieurs poches de graines. Le style est glabre avec un stigmate

terminal. Le fruit est un légume ovale, glabre et enfermé dans le calice.

b) Aire de répartition

Anthyllis vulneraria est une plante caractéristique des pelouses calcaires pauvres en
nutriments. Elle est cependant également présente sur d’autres types d’habitats a sol
calcifére d’Europe et d’Asie occidentale tels que les friches, les talus, les abords de culture ou
les terrils (Lambinon et al. 2012). Les aires de répartition de I'espece en Europe et dans les
régions voisines du Luxembourg sont représentées dans les figures 4 -6. En Lorraine, I'espéce
est assez commune et considérée comme indigene (voir fig. 5) (Bonassi 2014). Il en est de

méme en Rhénanie-Palatinat et en Saar (voir fig. 6) (Bomble 2012).

Historiquement, l'espéce a également été cultivée dans nos régions comme plante
fourragére ou encore comme plante médicinale a cause de ses caractéristiques cicatrisantes

et anti-inflammatoires.

Au Luxembourg, I'espéce a régressé au cours des dernieres décennies (Colling 2005), mais
est supposée étre encore assez commune sur les pelouses calcaires du Keuper et de la
Moselle. Un grand nombre de populations a également été mis en évidence sur les anciens
sites d’exploitations a ciel ouvert de la région de la Minette. La figure 7 montre 'aire de

répartition d’A. vulneraria au Luxembourg.
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Aires de répartition d’Anthyllis vulneraria en Europe
(Source : The Global Biodiversity Information Facility: www.gbif.org — 15.12.2014)

Les carrés jaunes correspondent aux aires de répartition d’Anthyllis vulneraria basées sur des
données d’observations.
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Fig. 5: Aires de répartition d’Anthyllis vulneraria en Lorraine (FR)
(Source : The Global Biodiversity Information Facility: www.gbif.org — 15.12.2014)

Les carrés jaunes correspondent aux aires de répartition d’Anthyllis vulneraria,
basées sur des données d’observations.

Fig. 6: Aires de répartition d’Anthyllis vulneraria en Rhénanie-Palatinat et en Saar (ALL)
(Source : The Global Biodiversity Information Facility: www.gbif.org —15.12.2014)

Les carrés jaunes correspondent aux aires de répartition d’Anthyllis vulneraria,
basées sur des données d’observations.
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Fig. 7: Aires de répartition d’Anthyllis vulneraria au Luxembourg
(Source : Recorder 6, MNHN, 2014)

Les symboles pleins correspondent a des observations récentes apres 1980,
les symboles creux a des observations plus anciennes avant 1980.
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11.2. Sites étudiés

a) Vue d’ensemble

Au total, 13 populations avec une taille minimale de 20 individus ont été échantillonnées sur
différents sites de trois régions géologiques du Luxembourg. Cing populations ont été
prélevées dans la région de la Minette, formée essentiellement de couches calcaires du
Dogger. Cing autres populations ont été prélevées dans la région centrale sur Keuper et trois
populations ont été prélevées dans la région de la Moselle, formée essentiellement de

calcaire coquillier (voir fig. 8). Les différents sites étudiés sont regroupés dans le tableau 1.

Tableau1: Vue d’ensemble des sites étudiés
Régions Coordonnées géographiques et
géologiques CCLERERLE N (WGS 84) E d‘échantillonage

Dudelange - Haardt 49.48455 6.06342 18.03.2014
Kayl - Léiffrachen 49.47845 6.02447 27.04.2014
Minette Tétange - Hesselbierg 49.47079 6.04323 03.05.2014
Esch-Alzette - Lallenger Bierg 49.49575 5.99690 03.05.2014
Esch-Alzette - Hiel (Ellergronn) 49.48357 5.97967 10.05.2014
Banzelt - Hiirden 49.67015 6.32648 20.05.2014
Oberanven - Aarnescht 49.66330 6.25393 20.05.2014
Keuper Amber- Kneppchen 49.70877 6.19027 07.06.2014
Graulinster - Folkend 49.73330 6.28432 12.06.2014
Junglinster - Geespert 49.72373 6.26605 12.06.2014
Calcaire Ahn - Pelmberg 49.63080 6.41679 22.06.2014
coquillier Moersdorf - Deiwelskopp 49.74613 6.49565 24.06.2014
(Moselle)  |Wasserbillig - Rouseberg 49.72580 6.50835 24.06.2014

Historiquement, les pelouses seches étaient trés répandues sur les paysages marqués par
des marnes dolomitiques du Keuper et du calcaire coquillier (voir fig. 9). En effet, comme ces
habitats étaient trés pauvres en nutriments et que leur fertilisation nécessitait un effort
économique trop important, ils ne présentaient que peu d’intérét pour les petits agriculteurs
(Naumann et Junck 2009). Les populations d’A. vulneraria de ces régions sont donc
supposées étre plus anciennes que celles de la région de la Minette, ou les pelouses séches
secondaires ne sont apparues que récemment apres l'arrét des exploitations a ciel ouvert
(voir fig. 9).
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Ces sites présentent cependant un intérét biologique particulier, car le prélevement et le
réempilement des couches géologiques lors de I’exploitation du minerai de fer ont permis la
formation de pelouses calcaires assez importantes, dont la végétation se distingue
largement des pelouses dolomitiques du Keuper ou du calcaire coquillier (Naumann et Junck

2009).

La recherche des sites pour la collection des échantillons s’est effectuée en se basant sur les
données des banques de données du MNHN (Recorder 6) et de I'administration du cadastre

et de la topographie (www.géoportail.lu).

Il faut également préciser, qu’il était initialement prévu d’échantillonner également cinqg
autres populations dans la région de I'Oesling formée essentiellement de schistes dévoniens.
Cependant aucune population d’Anthyllis vulneraria de taille suffisante n’a pu étre trouvée
dans cette région. Il en était de méme pour les deux populations manquantes de la région de

la Moselle.
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b) Sites de la Minette

e Dudelange — Haard

Le site de la « Haard » est un habitat protégé faisant parti du réseau Natura 2000 selon les
directives européennes de protection des zones « Habitats » et « Oiseaux ». Il comprend 616
ha, qui sont repartis sur le territoire des trois communes Dudelange, Rumelange et Kayl. De
plus, il fait partie de la réserve naturelle nationale « Haard — Hesselbier — Staebierg », qui est
protégée par le réglement grand-ducal du 30 juillet 1994 (Pfeiffenschneider, Owaller et

Steinbach 2007).

Le site est surtout formé de Dogger et de couches calcaires, mais la pédologie du site a été
profondément remaniée par I'exploitation des mines a ciel ouvert.

Le site de la « Haard » est caractérisé par des milieux forestiers, des prairies maigres et des
pelouses calcaires semi-naturelles (voir fig.10). Il s’agit d’'un habitat important pour un
certain nombre d’espéces végétales et animales protégées ou menacées. Parmi les espéeces
rares ou vulnérables de la directive « Habitats » présentes sur ce site figurent entre autre
trois especes de papillons (Euphydryas aurinia ou damier de la succise, Euplagia
quadripunctaria ou écaille chinée, Lycaena dispar ou cuivrée des marais), une espece
d’amphibien (Bombina variegata ou sonneur a ventre jaune), trois espéces de chauves-
souris (Myotis bechsteinii ou vespertilion de Bechstein, Myotis myotis ou grand murin et
Rhinolophus ferrumequinum ou grand fer a cheval), ainsi que sept espéces d’oiseaux et 25

espéces d’orchidées menacées au niveau national (Pfeiffenschneider et al. 2007).

Différentes mesures ont été entreprises sur ce site afin de préserver la biodiversité des
pelouses calcaires séches. Ainsi, depuis 1990 on procede a des débroussaillements réguliers
des pelouses. De plus, certaines régions sont soumises a un paturage itinérant par un
troupeau de moutons et de chevres (Administration de la Nature et des Foréts 2010). La
présence d’Anthyllis vulneraria dans cette région a été attestée depuis 1961 (voir fig. 11)

(Recorder 6, MNHN 2014).
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(Source: www.geoportail.lu)

En jaune foncé: complexes de pelouses maigres des zones d’extraction
En brunclair:  complexes d’éboulis et de blocs rocheux des zones d’extraction
En brun foncé : complexes rocheux des zones d’extraction
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Fig. 11 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site de Dudelange — Haard
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleus:  données ponctuelles de populations
Carrés bleus:  données kilométriques de populations (se rapportant a un carré de 1km2)
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e Kayl - Léiffrachen

Le site de Kayl-Léiffrachen correspond également a un ancien site d’exploitation des mines a
ciel ouvert laissé libre a la succession. Ce site tient son nom d’une statue de Notre-Dame
trouvée en 1753, qui est depuis 1953 officiellement la patronne de tous les mineurs et qui a
mené a la construction du « Monument National des Mineurs» (Administration

Communales de Kayl, 2013).

Le changement de la pédologie suite a I'exploitation des mines a ciel ouvert y a permis la
formation de pelouses calcaires assez vastes (voir fig. 12). Il s’agit d’un site tres structuré et
oligothrophe, qui ressemble beaucoup au site de la Haard et qui est surtout marqué par des
fronts de taille impressionnants (Cungs et Jakubzik 2001). Des projets sont actuellement en
cours afin d’intégrer les sites de « Léiffrachen » et « Holleschbierg » dans un espace paysager
protégé (LNVL 2004). Un monitoring scientifique dans le cadre d’un projet de paturage est
également en cours, mais les données ne sont pas encore disponibles (Ministére de

I’environnement 2014).

Certaines mesures sont également entreprises sur ce site afin de préserver les pelouses
calcaires seches. Ainsi, elles sont soumises a un paturage itinérant par un troupeau de
moutons. De plus, certaines parcelles de petite taille sont décapées machinalement.
L'enlevement de la couche d’humus permet de maintenir les conditions vitales idéales pour
les especes animales et végétales xérothermes. Finalement, on y procede a des
arrachements du mélilot (Melilotus albus), qui repousserait un grand nombre d’especes
végétales pionniéres. Ces mesures ont permis de maintenir un site présentant différents
stades de succession, ainsi qu’une faune et une flore tres diversifiée. On y trouve par
exemple différentes espéces de papillons rares dont notamment I'azuré du tréfle (Cupido
argiades) et le grand cuivré (Lycaeba dispar). Récemment on a également pu documenter la
présence de I'amande religieuse (Mantis religiosa) sur ce site (Cungs 2012). La présence
d’Anthyllis vulneraria dans cette région a été attestée depuis 1968 (Recorder 6, MNHN

2014). Le site et la population étudiée sont représentés dans les figures 12 et 13.
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Fig. 12 : Carte topographique du site de Kayl - Léiffrachen avec les différents types d’habitats.
(Source: www.geoportail.lu)

En jaune foncé: complexes de pelouses maigres des zones d’extraction

En brunclair:  complexes d’éboulis et de blocs rocheux des zones d’extraction
En brun foncé : complexes rocheux des zones d’extraction

En vert : prairies maigres de fauche de basse altitude
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(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleus:  données ponctuelles de populations
Carrés bleus:  données kilométriques de populations (se rapportant a un carré de 1 kmz)

30



e Tétange - Hesselbierg

Le site du « Hesselbierg » fait partie de la réserve naturelle nationale « Haard- Hesselbierg-
Staebierg » déja décrite pour le site de Dudelange - Haard et appartient également au réseau
Natura 2000. Le site est situé dans un paysage a terrasses stratifiées, qui est formé de
cuestas de Dogger avec des couches de calcaire (Administration de la nature et des foréts

2010).

Il s’agit d’'un ancien site d’exploitation a ciel ouvert, qui a été livré a la succession. Apres
I'arrét de I'exploitation, les sols pierreux a fond plat, ne présentant aucune ou qu’une faible
couche humique, ont permis le développement de pelouses calcaires secondaires, qui

sont réparties en mosaiques (voir fig. 14).

Sur I'ensemble de la réserve naturelle, 25 espéces d’orchidées et 120 espéces d’oiseaux ont
pu étre recensées. De plus, onze especes de mammiféeres figurant sur la liste rouge y sont
présentes, dont notamment le blaireau, le chat sauvage, le muscardin, ainsi que plusieurs

espéces de chauves-souris (Administration de la nature et des foréts 2010).

Parmi les mesures de conservation des pelouses seches prévues dans le plan de gestion
figurent entre-autre des mesures de débroussaillement, de déshumification et de paturage
itinérant par des moutons. La présence d’Anthyllis vulneraria dans cette région a été
attestée depuis 1968 (Recorder 6, MNHN 2014). Le site et la population étudiée sont

représentés dans les figures 14 et 15.
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Fig. 14 : Carte topographique du site de Tétange-Hesselbierg avec les différents types d’habitats.
(Source: www.geoportail.lu)

En jaune foncé: complexes de pelouses maigres des zones d’extraction

En brunclair:  complexes d’éboulis et de blocs rocheux des zones d’extraction
En brun foncé : complexes rocheux des zones d’extraction

En vert : prairies maigres de fauche de basse altitude
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Fig. 15 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site de Tétange-Hesselbierg
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleus:  données ponctuelles de populations
Carrés bleus:  données kilométriques de populations (se rapportant a un carré de 1 kmz)
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e Esch-sur-Alzette — Hiel (Ellergronn)

Ce site fait partie de la réserve naturelle d’intérét national du « Ellergronn », qui se situe au
sud d’Esch-sur-Alzette. Créée en 1988, cette réserve s’étend sur 110 hectares et a été
intégrée dans le réseau Natura 2000 (N°LU0O001030 et N°LU0002009) selon les directives
« QOiseaux » et « Habitats » édictées en 1979 et 1992 (Pailhes et al. 2013).

Historiquement, les couches supérieures renfermant des gisements calcéreux de fer (teneur
en fer moyenne de 20%) ont pendant longtemps été exploitées pour extraire le fer et le
calcaire (les exploitations de calcaire pouvant étre redatées jusqu’a I’dge des romains). De
plus, la capacité emmagasinant de ces couches de calcaire du Bajocien a également
contribué a la richesse en eau de ce site. Ainsi, différents habitats sont protégés via le
reéglement grand-ducal du 19 mars 1988 en tant que «zone humide» (Administration des
eaux et foréts, 2007).

Contrairement aux sites de la Minette décris précédemment, I'exploitation du minerai de fer
se faisait ici en galeries souterraines. Aprés l'arrét de |'exploitation, ces galeries ont
commencé a s’affaisser, ce qui a mené a la formation de crevasses et de cuves en surface,

responsables de la topographie caractéristique de ce site. (Pailhes et al. 2013).

Le site, qui regroupe différents types d’habitats, présente une biodiversité remarquable. On
y retrouve des hétraies calcicoles, des foréts alluviales (devenues trés rares au Luxembourg),
des zones humides avec plusieurs mares et étangs, ainsi que des pelouses calcaires seches.
Ces derniéres se sont surtout développées sur les zones recouvertes de gravats et de dépots
de stériles provenant des carriéres situées sur les hauteurs (voir fig. 16). La recolonisation de
ces terres pauvres en nutriments a créé un habitat important pour de nombreuses plantes et
animaux menacés. Parmi les espéces rares, on y trouve par exemple le myosotis hérissé
(Myosotis ramosissima), figurant sur la liste rouge des plantes vasculaires (Colling 2005),
différentes espéces d’orchidées ou encore I'argus fréle (Cupido minimus), dont les chenilles
vivent essentiellement sur I'anthyllide vulnéraire (Anthyllis vulneraria). |l est important de
souligner que la préservation des populations d’A. vulneraria est donc essentielle pour la
préservation de ce papillon menacé. La présence d’A. vulneraria dans cette région a été

attestée depuis 2007 (voir fig.17) (Recorder 6, MNHN 2014).
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Comme ces habitats pionniers présentent une diversité biologique importante, différentes
mesures d’entretien sont entreprises afin de les préserver et d’éviter la progression de la
succession. Parmi les mesures prévues dans le plan de gestion figurent entre autre des

fauchages et débroussaillages réguliers, ainsi que des paturages itinérants par un troupeau

de moutons et de chévres (Pailhés et al. 2013).

Fig. 16 : Carte topographique du site d’Esch-sur-Alzette - Hiel avec les différents types
d’habitats. (Source: www.geoportail.lu)

En jaune foncé: complexes de pelouses maigres des zones d’extraction
En brunclair:  complexes d’éboulis et de blocs rocheux des zones d’extraction

Fig. 17 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site d’Esch-sur-Alzette - Hiel
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleus:  données ponctuelles de populations
Carrés bleus:  données kilométriques de populations (se rapportant a un carré de 1 km?)
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e Esch-sur-Alzette — Lallenger Bierg

Les pelouses calcaires du « Lallenger Bierg » se sont développées sur les sites des anciennes
minieres a ciel ouvert laissées libre a la succession. En vue de son importance comme habitat
pour de nombreuses espéces menacées, la zone du « Lallenger-Bierg » a été déclarée en tant
que réserve naturelle d’intérét national depuis 2014, ensemble avec celle du
« Brucherbierg ». D’autres projets visant a intégrer ces sites dans le réseau Natura 2000
(anciennes minieres/Ellergronn) sont en voie de finalisation. Ce site est également entretenu
par des débroussaillements fréquents et un paturage itinérant avec un troupeau de moutons
(Administration communale de Schifflange 2014). La présence d’Anthyllis vulneraria dans
cette région a été attestée depuis 1966 (Recorder 6, MNHN 2014). Le site et la population

étudiée sont représentés dans les figures 18 et 19.

Fig. 18 : Carte topographique du site d’Esch-sur-Alzette — Lallenger Bierg avec les différents
types d’habitats. (Source: www.geoportail.lu)

En jaune foncé: complexes de pelouses maigres des zones d’extraction

En brunclair:  complexes d’éboulis et de blocs rocheux des zones d’extraction
En brun foncé : complexes rocheux des zones d’extraction
En vert : prairies maigres de fauche de basse altitude
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Fig. 19 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site d’Esch-sur-Alzette — Lallenger Bierg
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleues: données ponctuelles de populations

c) Sites sur Keuper

e Banzelt — Hiirden

Les pelouses seches semi-naturelles étudiées se trouvent au pied du «Widdebierg» (voir fig.
20 et 21), qui était historiquement connu pour ses deux carrieres d’extraction du grés de
Luxembourg, fonctionnant jusqu’en 1964. Le site de « Hiirden », d’une taille de 69 ha, a été
classé en tant que zone protégée depuis le 29 aout 2003 (habitat 6210) a cause de ses
pelouses seches tres variées. Parmi les plantes de la liste rouge présentes sur ce site, on peut
notamment citer la bugle de genéve (Ajuga genevensis), la bois-gentil (Daphne mezereum),
la gentiane ciliée (Gentianella ciliata), la gentiane d’Allemagne (Gentianella germanica) et la

grande listére (Listera ovata) (Maison de la Nature 2014).

Actuellement, ces sites ne sont pas encore soumis a des plans de gestions. Certaines des
pelouses seches sont cependant menacées par une strate herbacée trop importante, causée
avant tout par |'envahissement des sites par le brachypode penné (Brachypodium
pinnatum). De plus, on y observe un embuissonnement progressif, qui est d{ a la succession
naturelle (Steinbach 2012). La présence d’Anthyllis vulneraria dans cette région a été

attestée depuis 1987 (Recorder 6, MNHN 2014).
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Fig. 20 : Carte topographique du site de Banzelt- Hiirden avec les différents types
d’habitats. (Source: www.geoportail.lu)

En jaune: pelouses seches semi-naturelles sur calcaire

En vert clair : prairies maigres de fauche de basse altitude

Envertfoncé: friches humides, marais des sources, bas marais et végétation
a petites Laiches
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Fig. 21 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site de Banzelt- Hiirden
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleus:  données ponctuelles de populations
Carrés bleus:  données kilométriques de populations

(se rapportant 3 un carré de 1 km?)
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e Oberanven — Aarnescht

La réserve naturelle de I’« Aarnescht » a une taille de 48 ha et est protégée par le reglement
grand-ducal du 1° février 1988. Il s’agit d’une colline allongée, formée essentiellement de
Keuper dans lequel sont intercalés des bancs de dolomie (Kirpach 1988). Le site est
caractérisé par un sol gris clair, tres lourd et peu fertile, ainsi qu’une végétation formée
essentiellement de plantes herbacées héliophiles et xérophiles. La pelouse seche de
I’Aarnescht présente une richesse en espéces végétales particulierement élevée. On y trouve
23 types d’orchidées différents, ainsi que plusieurs espéces animales et végétales tres rares
au Luxembourg. Parmi les plantes les plus rares présentes sur le site, on peut surtout
nommer |'orchis homme perdu (Aceras anthropophorum), la crépide rongée (Crepis
praemorsa), la mélampire en crétes (Melampyrus cristatum) et la sérratule a gros capitules
(Serratula tinctoria) (Kirpach 1988). Le maintien de I'état des pelouses séches est assuré par
un plan de gestion prévoyant des mesures de débroussaillement. La présence d’Anthyllis
vulneraria sur ce site a été attestée depuis 1964 (Recorder 6, MNHN 2014) (voir fig. 23). Le

site et la population étudiée sont représentés dans les figures 22 et 23.
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Fig. 22 : Carte topographlque du site d Oberanven - Aarnescht avec les

différents types d’habitats. (Source: www.geoportail.lu)
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En jaune: pelouses seches semi-naturelles sur calcaire
En vert clair : prairies maigres de fauche de basse altitude 3
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Fig. 23 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site d’Oberanven - Aarnescht
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleus:  données ponctuelles de populations
Carrés bleus:  données kilométriques de populations (se rapportant a un carré de 1 kmz)

e Amber - Kneppchen

Le site du « Kneppchen », d’une taille de 22 ha avec une zone tampon de 32.94 ha, est
protégé en tant que réserve naturelle par le reglement grand-ducal du 25 mars 1989
(Maison de la Nature 2014).

Les pelouses séches secondaires se trouvent sur du Keuper blanchatre, peu érodé et pauvre
en nutriments, dont les facteurs limitants sont surtout le phosphore et I'azote (Schotel

2004).

Le plan de gestion du site prévoit entre autre des paturages itinérants par des troupeaux de
moutons et de chévres, ainsi que des fauchages (surtout des prunelliers), pour maintenir
I’état des pelouses seches, qui représentent un habitat important pour de nombreuses
especes animales et végétales menacées (Steinbach 2012). Ainsi, il s’agit par exemple d’un
des derniers sites d’Orchis morio au Luxembourg (Maison de la Nature 2014). La présence
d’Anthyllis vulneraria sur ce site a été attestée depuis 1980 (Recorder 6, MNHN 2014). Le site

et la population étudiée sont représentés dans les figures 24 et 25.
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Fig. 24 : Carte topographique du site d‘Amber - Kneppchen avec les différents types d’habitats
(Source: www.geoportail.lu)

En jaune: pelouses séches semi-naturelles sur calcaire
En vert clair : prairies maigres de fauche de basse altitude
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5 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site d’Amber — Kneppchen
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleus:  données ponctuelles de populations
Carrés bleus:  données kilométriques de populations (se rapportant a un carré de 1 km?)



¢ Graulinster - Folkend

Il s’agit d’'un petit site au bord de la route N11, qui n’est pas classé en tant que réserve
naturelle. Parmi les espéces rares de cette région on peut notamment citer la présence de la
pie-grieche (Lanius excubitor). La présence d’Anthyllis vulneraria dans cette région a été
attestée depuis 2001 (Recorder 6, MNHN 2014). Le site et la population étudiée sont

représentés dans les figures 26 et 27.
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Fig. 26 : Carte topographique du site de Graulinster-Folkend avec les
différents types d’habitats. (Source: www.geoportail.lu)

En jaune: pelouses seches semi-naturelles sur calcaire
En vert clair : prairies maigres de fauche de basse altitude
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Fig. 27 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site de Graulinster-Folkend
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cercle rouge : population étudiée
Cercles bleus: données ponctuelles de populations 41



e Junglinster - Geespert

La pelouse séche se trouve sur un sol caractérisé par des marnes a marmolites compactes. La

présence d’Anthyllis vulnararia a été attestée dans cette région depuis 1961 (Recorder 6,

MNHN 2014). Contrairement aux sites « Weimericht » et «Ronnheck » de Junglinster, la

pelouse calcaire secondaire du site de « Geespert » n’est pas classée en tant que réserve

naturelle. Pour I'instant il n’y a pas de mesures de gestion prévues pour ce site. Le site et la

population étudiée sont représentés dans les figures 28 et 29.

d’habitats. (Source: www.geoportail.lu)

En jaune: pelouses seches semi-naturelles sur calcaire
En vert clair : prairies maigres de fauche de basse altitude
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Fig. 29 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site de Junglinster-Geespert
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleus:  données ponctuelles de populations
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d) Sites de la Moselle

e Ahn-Pelmberg

Le « Pelmberg » est une réserve naturelle qui se trouve sur des collines formées de coquillier
calcaire comportant des couches de dolomite dures. La réserve naturelle se caractérise par
un sol calcaire sec et perméable, qui se réchauffe rapidement (Administration des Eaux et

Foréts, 2006).

La géologie du site ainsi que le climat chaud et sec font que le Pelmberg présente beaucoup
de ressemblances avec une colline du sud de la France, ce qui en fait un habitat trés
particulier du Luxembourg. On y trouve un certain nombre d‘espéces méditerranéennes
comme la petite cigale des montagnes (Cicadetta montana) ou encore treize variétés
d’orchidées. Il s’agit également du seul endroit au Luxembourg ou le buis (Buxus
sempervirens) pousse a I’état sauvage (Administration des Eaux et Foréts, 2006). La présence
d’Anthyllis vulneraria y a été attestée depuis 1977 (Recorder 6, MNHN 2014). Le site et la

population étudiée sont représentés dans les figures 30 et 31.

Fig. 30 : Carte topographique du site d’Ahn — Pelmberg avec les différents types d’habitats.
(Source: www.geoportail.lu)

En brun: pentes rocheuses calcaires avec végétation
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Fig. 31: Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site d’Ahn — Pelmberg
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée
Cercles bleus:  données ponctuelles de populations

e Moersdorf - Deiwelskopp

Le site d’une taille de 60 ha a été classé en tant que réserve naturelle depuis 2004. La
« Deiwelskopp » fait également partie de la zone habitat de la vallée de la basse-slre. La
géologie du site se caractérise par la présence de marne, de dolomite et de calcaire.
L'utilisation extensive des sols par I'agriculture a mené a un appauvrissement des sols en
nutriments et a la formation de pelouses seches secondaires tres riches en espéces. Ainsi, on
a par exemple pu mettre en évidence plus de 320 espéces de papillons sur ce site. Afin de
préserver |'état des pelouses calcaires, celles-ci sont soumises a un plan de gestion
prévoyant entre autre des paturages itinérants (Administration des Eaux et Foréts 2004). La
présence d’Anthyllis vulneraria y a été attestée depuis 1962 (Recorder 6, MNHN 2014). Le

site et la population étudiée sont représentés dans les figures 32 et 33.
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Fig. 32 : Carte topographique du site de Moersdorf-Deiwelskopp avec les différents types
d’habitats. (Source: www.geoportail.lu)

En jaune: pelouses seches semi-naturelles sur calcaire
En vert clair : prairies maigres de fauche de basse altitude

Fig. 33 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site Moersdorf-Deiwelskopp
(Source: Recorder 6, MNHN)

Cerclerouge: population étudiée

Cercles bleus:  données ponctuelles de populations

Carrés bleus:  données kilométriques de populations
(se rapportant 3 un carré de 1 km?)
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e \Wasserbillig - Rousebierg

Il s’agit d’'un site récemment aménagé. Anthyllis vulneraria y pousse sur des terrasses
artificielles de coquillier calcaire. Le nombre, la distribution et la taille des plantes pourraient
cependant indiquer que I'espéce ait été introduite par I'homme sur ce site. Le site et la

population étudiée sont représentés dans la figure 34.
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Fig. 34 : Présence d’Anthyllis vulneraria sur le site de Wasserbillig-Rousebierg
(Source: Recorder 6, MNHN)
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Cerclerouge: population étudiée
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I.3. Echantillonnage

Tous les prélevements ont été réalisés dans le respect de I'article 33 de la loi du 19 janvier
2004 concernant la protection de la nature et des ressources naturelles. Une autorisation
pour la collecte des spécimens a été accordée par le département de I'environnement du

ministére du développement durable et des infrastructures (voir Annexe 1 p.101).

Sur chacun des sites, les populations d’Antyllis vulneraria étaient relevées et un transect de
20m fut défini pour la population sélectionnée. Les coordonnées géographiques du centre
de ce transect ont été relevées a I'aide d’un GPS, selon le systeme Gaul3-Kriiger (WGS 84).

Dans chaque population d’A. vulneraria, 20 plantes-mére distinctes ont été sélectionnées et
marquées provisoirement le long du transect. Sur chacune de ces plantes, une a deux feuilles
(selon leur taille) ont été prélevées. Pour disposer d’'un maximum d’ADN pour les analyses
génétiques moléculaires, des feuilles jeunes, contenant plus de cellules pour une masse

donnée, ont été prioritairement sectionnées.

Les coordonnées spatiales des échantillons ont été relevées de sorte que I'abscisse (x)
correspondait a la position (en cm) de la plante le long du transect et I'ordonnée (y), a

I’éloignement (en cm) de la plante par rapport au transect (voir fig. 35 et annexe 2 p.102)

Eloignement
parrapport Y
au transect
(encm) +

A

0 >

X

Position le long du
transect (en cm)

v

Fig.35: Schéma simplifié de I'attribution des coordonnées spatiales des échantillons

Les échantillons prélevés sur chaque plante-méres ont été stockés dans des sachets en
papier individuels. Afin de préserver I’ADN des échantillons dans I'attente de son extraction
et d’inhiber toute activité enzymatique, les sachets annotés ont directement été placés dans
un sac hermétiquement fermé contenant des billes de silice (Silica Gel), permettant une
déshydratation rapide des feuilles. Les échantillons ainsi traités ont ensuite été stockés a

température ambiante.
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I1.L4. Extraction de I’ADN

a) Introduction

L’extraction de I’ADN des 260 échantillons a été réalisée a 'aide du kit « DNeasy Plant mini »
et « DNeasy 96 Plant » de Qiagen. Ces kits permettent |’extraction et la purification rapide de
I’ADN total (génomique, chloroplastique et mitochondrial) d’échantillons dont le poids sec
ne dépasse pas 100 mg. lls sont particulierement bien adaptés pour les analyses de
génétique moléculaire (PCR, AFLP, etc.), car les tampons d’élution présentent une faible
concentration en sels et les fragments d’ADN obtenus présentent des tailles optimales pour
les manipulations de PCR (Qiagen, 2006). Afin de limiter le temps de manipulation en vue du
nombre important d’échantillons, il a été choisi de combiner les deux kits d’extraction. Ainsi,
les premiéres étapes ont été réalisées a I'aide du kit « DNeasy Plant mini » permettant une
meilleur purification de I’ADN, tandis que les derniéeres étapes (moins critiques) ont été
réalisées avec le kit « DNeasy 96 plant» permettant de traiter un grand nombre

d’échantillons en parallele dans des microplaques 96 puits.

b) Principe

Les feuilles seches sont d’abord broyées par des billes en céramique dans un agitateur
mécanique. Les tissus sont ensuite lysés a I'aide d’'un tampon de lyse (réactif AP1) additionné
de RNase A qui permet de digérer les ARN contaminants.

Puis, les protéines et polysaccharides sont précipités dans un tampon de précipitation
(réactif AP2). Les débris cellulaires et les précipités sont enlevés en déposant le lysat sur une
colonne filtrante (QlAshredder). Aprés la centrifugation de la colonne, le filtrat homogéne
est additionné d’un tampon de fixation (réactif AP3/E) qui permettra la fixation de I’ADN sur
la membrane de silice (DNeasy) lors de I'étape suivante. Ce tampon contient également de
I’'Ethanol afin de précipiter I’ADN.

Les échantillons sont ensuite déposés sur une microplague DNeasy 96 puits, dont la
membrane de silice permet la fixation spécifique de I’ADN et I’élimination de la totalité des
contaminations ou des inhibiteurs potentiels de la PCR et des autres réactions enzymatiques.

Les contaminants (polysaccharides, protéines et autres métabolites végétaux) sont éliminés
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par deux étapes de lavages avec un tampon de lavage (AW2), suivies d’une centrifugation.
Finalement, ’ADN fixé sur la membrane est élué avec un petit volume de tampon d’élution
pauvre en sels (réactif AE). Les échantillons peuvent ensuite étre stockés a -20°C pour éviter
une éventuelle dégradation de I’ADN (Qiagen 2006). Les étapes du protocole expérimental

sont résumées dans la figure 36.

20 mg de feuilles séches \

}

Broyage, lyse et
précipitation

| > Protocole DNeasy
plant mini

Centrifugation a =
travers la colonne =
QlAshredder L

Transfer de I'éluat
dans plaque )
96 puits

Précipitation et fixation Pgpees
de ’ADN sur membrane TTTT
DNeasy

Lavages

" i Protocole DNeasy
e 96 plant

Elution

Stockage a -20°C

Fig. 36 : Etapes du protocole d’extraction combiné DNeasy Plant mini et DNeasy 96 plant
(Source : Qiagen, 2006)
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c) Protocole expérimental

Le protocole expérimental suivant est basé sur les protocoles de Qiagen du manuel livré

avec les kits d’extraction (Qiagen 2006)

e Broyage :

Peser 10-20 mg de feuilles seches (sans pétioles) de chaque échantillon dans un microtube
de 2 ml. Ajouter une bille céramique dans chaque microtube et mettre les échantillons dans
un agitateur mécanique (Retsch). Broyer les feuilles pendant 3 minutes a une fréquence de

30 agitations par seconde afin d’obtenir une poudre homogéne.

e Lyse des cellules:

Ajouter 400 pl de tampon AP1 (tampon de lyse) et 4 pyl d’RNase A dans chaque microtube.
Vortexer les tubes et incuber les pendant 10 minutes a 65°C dans un bain-marie. Pendant

I'incubation, inverser les tubes 2 a 3 fois afin de bien mélanger le contenu.

e Elimination des débris et des contaminations:

Ajouter 130 pl de réactif AP2 (tampon de précipitation) dans chaque microtube et incuber
les tubes pendant 5 minutes dans la glace. Agiter régulierement les microtubes pour éviter
gue leur contenu ne gele.

Centrifuger les échantillons pendant 5 minutes a 14 000 rpm (20 000 g) et a 20°C. Transférer
le surnageant sur des colonnes QlAshredder Mini spin column. Centrifuger les colonnes

pendant 2 minutes a 14 000 rom et a 17 °C.

e Précipitation et fixation de ’ADN

Transférer I’éluat dans une microplaque 96 puits (Qiagen) en faisant attention de ne pas
prélever le culot formé des débris et de précipités pouvant encore étre présents.

Ajouter 675 pl de réactif AP3/E (tampon de précipitation) et mélanger le contenu des puits
en faisant plusieurs aspirations avec la pipette. Transférer tout le contenu (avec les
éventuels précipités) sur une plague DNeasy 96 puits. Centrifuger la plaque pendant 4

minutes a 6000 rpm et a 20°C.
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e lavage de 'ADN

Jeter I'éluat et placer la plaque DNeasy 96 sur une nouvelle plaque 96 puits. Ajouter 800 pl
de réactif AW2 (tampon de lavage) sur la plague DNeasy 96 et centrifuger pendant 15

minutes a 3800 rpm et a 20°C. Répéter I'étape de lavage et recentrifuger la plaque.

e Elution de 'ADN

Jeter I'éluat et placer la plaque DNeasy 96 sur une nouvelle plaque 96 puits. Ajouter 100 pl
du réactif AE (tampon d’élution) et incuber la plague DNeasy 96 pendant 5 minutes a
température ambiante. Centrifuger le montage des 2 plaques pendant 1 minute a 8290 rpm
(6000g). Refaire I'étape d’élution avec 50 ul de réactif AE et recentrifuger la microplaque.

Les échantillons peuvent alors étre stockés a -20 °C.

1.5. L’AFLP (Amplified fragment length polymorphism)

a) Les empreintes génétiques (DNA fingerprinting)

Les techniques d’empreinte génétique sont basées sur la variabilité des profils génétiques
entre individus différents. L'analyse et la comparaison des profils génétiques de différents
individus permettent entre autre de mettre en évidence le lien de parenté entre individus ou
encore de déterminer le degré de polymorphisme au sein d’une population ou entre
populations (Nybom, Weising et Rotter 2014). Ces profils génétiques sont obtenus en
utilisant des marqueurs moléculaires, qui correspondent a des séquences d’ADN mises en
évidence afin de caractériser le polymorphisme génétique entre individus.

Un bon marqueur moléculaire doit satisfaire a différents critéres. Ainsi, il doit posséder une
ségrégation mendélienne (de préférence codominante) et un polymorphisme important
(présence sous forme de nombreux alléles). De plus, le marqueur doit posséder une
fréquence élevée et une distribution équitable dans le génome étudié. Un bon marqueur
doit en outre étre neutre, ce qui signifie que les différents alléles doivent étre insensibles

aux conditions environnementales et sans effet sur le phénotype des individus. Finalement,

o1



les résultats obtenus avec le marqueur utilisé doivent étre hautement reproductibles et

faciles a obtenir. (Kumar et al. 2009)

Il existe différents types de marqueurs, qui sont choisis en fonction de la problématique
écologique étudiée et de la technique utilisée. Ainsi, il existe par exemple des marqueurs qui
permettent d’analyser le polymorphisme au niveau d’un seul locus (single-locus marker). Ces
marqueurs sont souvent des séquences codant pour des allozymes (variantes d’'une méme
enzyme) ou encore des microsatellites (séquences formées par des répétitions en tandem de
guelgues nucléotides). D’autres marqueurs permettant I'analyse de plusieurs loci a la fois
(multi-locus marker). Ces marqueurs correspondent souvent a des petites séquences d’ADN
aléatoires, comme celles utilisées en RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), ou a des
fragments de restriction, utilisés surtout en RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphysm) et en AFLP (Amplified Fragment Lenghts Polymorphysm) (Chial 2008, Miller
et Wolfenbarger 1999).

Une autre caractéristique importante des marqueurs est leur degré de dominance. Ainsi, des
marqueurs dominants ne peuvent détecter que la présence ou I’'absence d’un certain alléle,
tandis que des marqueurs codominants fournissent des informations supplémentaires sur le

degré d’hétérozygotie ou d’homozygotie.

Dans ce travail, la méthode de I’AFLP a été choisie pour réaliser les empreintes génétiques
d’Anthyllis vulneraria, car il s’agit d’'une méthode rapide, performante et trés fiable pour
analyser et comparer la structure génétique de populations. L’AFLP génére un grand nombre
de marqueurs multi-locus, qui sont dépourvus d’artéfacts et qui sont capables de détecter
simultanément un grand nombre de polymorphismes. L'inconvénient de cette méthode est
cependant que les marqueurs générés sont dominants. lls ne permettent donc pas de
conclure sur ’homozygotie ou I’hétérozygotie réelle des individus par rapport aux différents
alleles, mais uniquement sur la fréquence de ces alléles au sein ou entre les populations
(Muller et al. 1999). Il existe cependant différentes méthodes statistiques qui se basent sur
I’équilibre d’Hardy-Weinberg et qui permettent d’estimer un degré d’hétérozygotie

attendue.
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b) Principe de la technique de I’AFLP

La technique de I’AFLP est une technique d’empreinte génétique basée sur I'amplification
sélective par PCR (Polymerase Chain Reaction) de fragments de restriction de I'ADN
génomique total d’un individu (Koster et al. 2008). Ces fragments de restriction sont obtenus
par la digestion de I’ADN avec des enzymes de restriction, qui coupent I’ADN au niveau de
petites séquences palindromiques spécifiques. Comme les différences génétiques entre deux
individus modifient la fréquence et la distribution de ces sites de restriction a I'intérieur du
génome, les profils de restriction obtenus sont spécifiques d’un individu et permettent donc

d’établir et de comparer les empreintes génétiques des individus analysés.
e Digestion de ’ADN par un couple d’enzymes de restriction

Pour I’AFLP on réalise une double digestion de I’ADN avec deux enzymes de restriction ayant
des fréquences de coupure différentes. En général, on utilise une combinaison entre les
enzymes de restriction EcoRl, qui a une fréquence de coupure relativement faible et Msel,
qui a une fréquence de coupure élevée.

EcoRI reconnais une séquence palindromique de 6 paires de bases (5’- G | AATTC -3’), qui est
donc théoriquement présente toutes les 4° = 4096 paires de bases. Msel reconnais une
séquence palindromique de 4 paires de bases (5" - T | TAA -3’), qui est donc théoriquement

présente toutes les 4* = 256 paires de bases (voir fig. 37).

Site de restriction Site de restriction
EcoRl Msel
(fréquence: 4096 bp) (fréquence: 256 bp)

5 3 5 3
T T
GAATTC TTAA
CTT AAG AATT
R N I I By Fc LN I I I I S O A ¢

Digestion par Digestion par
EcoRI Msel
5 ) 5 2
T T I T LL LT T T T TT 111
] AATTCEC T T A A
CTT A A z A AT T )
c N I N I el 5 N N I
Fragments de restriction Fragments de restriction Msel
EcoRI avec extrémités avec extrémités
complémentaires complémentaires

Fig. 37 : Sites de restriction et produits de digestion des enzymes EcoRI et Msel
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Cette double digestion permet ainsi d’obtenir 3 types de fragments (voir fig. 38):
- des fragments présentant aux deux extrémités le site de restriction Msel (les plus
fréquents)
- des fragments présentant sur une extrémité le site de restriction EcoRl et sur I'autre
le site de restriction Msel

- des fragments présentant aux deux extrémités le site de restriction EcoRI (tres rares).

Fragment 1 L 1] '

EcoRi-EcoRI E
(rare) N

Fragment ¥ 1 ! I |

AATTLC T
EcoRI-Msel = A AT
. S e S el £
F E ﬁ————
= | |
ragment TiA
Msel-Msel T -
c N [ S el 5

Fig. 38 : Fragments de restriction générés par la double digestion
avec les enzymes de restriction EcoRI et Msel

L'utilisation de deux enzymes de restriction présente plusieurs avantages. Grace a la
fréquence de coupure élevée de Msel, on obtient des fragments de petite taille, qui sont
bien amplifiés par PCR. La faible fréquence de coupure d’EcoRI permet en outre de limiter le
nombre de fragments amplifiés, car les conditions de PCR choisies favorisent I'amplification
préférentielle des fragments présentant une extrémité EcoRl et une extrémité Msel
(fragments EcoRI-Msel). De plus, I'obtention de fragments a deux extrémités différentes
permet de marquer spécifiquement un seul brin des produits de PCR, ce qui évite I'obtention
de « doubles positifs » pouvant compliquer I'analyse des résultats. Il s’y ajoute que les
nombreuses combinaisons possibles avec d’autres enzymes de restriction permettent
d’obtenir un grand nombre d’empreintes génétiques différentes, en utilisant un nombre

restreint d’amorces (Vos et al. 1995).
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e Ligation des adaptateurs et amplification des fragments par PCR

Apres cette double digestion, des adaptateurs nucléotidiques, dont on connait la taille et la
séquence et qui sont spécifiques des deux sites de restriction (EcoRI et Msel), sont ligués par
une protéine ligase aux extrémités des fragments de restriction. Ces adaptateurs vont servir
de sites de fixation pour les amorces lors des réactions de PCR (Polymerase chain reaction

voir fig. 39).

Dénaturation

Température Dénaturation 3 . i
(en °C) " Elongation des [
100 = E— amorces par ADN-
polymérase
LU . Elongation des
1 ﬁ — amorces par ADN-
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m
40 -
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Fixation des i
2 ¥ o amorces — mm
1 & ADN double -brin Fixation des
amorces
0 1 $ 4 $ } % + } 4 $ 4 ¥ } % + } 4 i
[ 1 2

Nombre de cycles

Fig. 39: Principe de la PCR (Polymérase Chain Reaction)
Source : modifié a partir de www.Biosistemika.com et www.myvmc.com

Lors de la dénaturation, les deux brins d’ADN sont séparés a une température élevée (94-95 °C).
Chacun des deux brins va servir de matrice pour la synthése des fragments d’ADN complémentaires.
Lors de la phase d’hybridation, des amorces spécifiques de courte séquence s’hybrident a chacun des
brins d’ADN matrice. La température d’hybridation dépend des amorces choisies.

Lors de la phase d’élongation, une ADN polymérase se fixe sur les amorces et synthese un fragment
d’ADN complémentaire au brin matrice (5° = 3’). Chaque brin néosynthétisé servira ensuite de brin
matrice lors des cycles suivants. La technique de PCR permet ainsi I'amplification exponentielle des
séquences d’ADN qui se situent entre les 2 sites de fixation des amorces, au cours des cycles
successifs.

Afin de simplifier le schéma, uniquement les 2 premiers cycles ont été représentés.
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Les fragments ainsi obtenus sont ensuite amplifiés par deux PCR sélectives successives.
Comme le nombre de fragments de restriction (et donc de marqueurs) obtenus par la
digestion de I'ADN total d’un échantillon est trés important, les profils de restriction
complets deviennent trés complexes. Afin de limiter le nombre de fragments amplifiés et de
faciliter ainsi I'analyse, on procede a deux PCR qui utilisent des amorces possédant un
certain nombre de nucléotides sélectifs. Ceci permet de n’amplifier qu’une fraction de

I’ensemble des fragments de restriction obtenus par la double digestion.

D’abord on effectue une PCR de préamplification lors de laquelle on utilise des amorces qui
présentent des séquences complémentaires aux deux adaptateurs, mais qui contiennent un
nucléotide supplémentaire (choisi au hasard) a I'extrémité 3’. Les amorces de
préamplification peuvent donc uniquement s’hybrider aux fragments de restriction ayant
ligué un adaptateur sur chacune de leur extrémités et possédant en plus le nucléotide
complémentaire au nucléotide supplémentaire de I'amorce. Comme un seul parmi quatre
nucléotides possibles ne peut s’apparier avec le nucléotide supplémentaire, la
préamplification permet de réduire théoriquement le nombre de fragments amplifiés d’un
facteur quatre. Notons également que les conditions de PCR sont choisies pour étre tres
stringeantes, afin d’éviter des mauvais appariements et de favoriser I'amplification
préférentielle des fragments EcoRI-Msel. Comme I'amorce Msel possede une température
d’hybridation plus basse que celle de lI'amorce EcoRl, I'amplification des fragments
possédant deux sites de restriction Msel est beaucoup moins efficace avec les paramétres de
PCR choisies. De plus, les fragments Msel-Msel, amplifiés par une seule des deux amorces,
possedent des séquences répétées complémentaires a leurs extrémités. Ces fragments
peuvent donc s’autoapparier et adopter des structures en boucle, ce qui rend I"hybridation

avec les amorces moins efficace et limite donc leur amplification (Vos et al 1995).

Les produits de la préamplification sont ensuite dilués et serviront de matrice pour une
deuxieme amplification sélective, lors de laquelle les fragments de restriction seront
également marqués avec un fluorochrome. Lors de cette PCR, on utilise des amorces EcoRl
et Msel présentant a nouveau une séquence complémentaire aux adaptateurs, mais
possédant en plus, trois nucléotides sélectifs supplémentaires a I'extrémité 3’. Ainsi, le

nombre de fragments amplifiés peut d’avantage étre réduit de 4°= 64 fois.
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Il a été montré que l'utilisation de deux PCR sélectives successives avec un, puis trois
nucléotides sélectifs augmente considérablement le pouvoir sélectif de la méthode par
rapport a une seule PCR utilisant directement des amorces a 4 nucléotides. Ceci est d(i au
fait que le quatrieme nucléotide sélectifs (le plus éloigné de I'extrémité 3’) favorise
d’éventuels mauvais appariements de I'amorce avec des séquences non complémentaires,

qui seront alors également amplifiées (Vos et al. 1995).

Une des deux amorces (de préférence I'amorce EcoRI) est également marquée avec un
fluorochrome, ce qui permet de visualiser ’ADN lors des étapes de séparation et d’analyse.
Comme les fragments EcoRI-Msel sont préférentiellement amplifiés, I'utilisation d’une seule
amorce marquée permet d’éviter d’éventuels « doubles positifs » correspondant a des
fragments marqués aux deux extrémités. On préfére utiliser une amorce EcoRl marquée
(plutot que Msel), car ainsi les fragments Msel-Msel pouvant encore persister ne sont pas
visualisés. Les fragments EcoRI-EcoRI a leur tour sont trés rares et de taille trop importante
pour étre amplifiés et sont donc beaucoup moins susceptibles de causer ces problemes de
« doubles positifs » (Vos et al. 1995).

Notons également qu’on utilise un excés d’amorces non marquées par rapport aux amorces
marquées. Ainsi, 'amplification des fragments s’arréte dés que I'amorce marquée est
épuisée. L'utilisation de la totalité des amorces marquées est un des avantages majeurs de la
technique d’AFLP, car les intensités de fluorescence sont alors indépendantes de la quantité
initiale d’ADN. Ainsi, méme si les concentrations d’ADN extraits des différents échantillons

sont variables, on obtient des profils de restriction de méme intensité (Vos et al. 1995).

Pour I'analyse automatique avec un séquenceur on utilise souvent un mix de plusieurs
amorces EcoRl comportant différentes combinaisons des trois nucléotides sélectifs. Chaque
type d’amorce est marqué avec un fluorochrome différent (longueur d’onde d’excitation
différente), ce qui permet d’obtenir différents profils de restriction d’'un méme échantillon,
qui peuvent étre analysés en paralléle par le séquenceur. Les profils de restriction obtenus
avec des fluorochromes de couleurs différentes sont ensuite combinés, afin d’augmenter la

probabilité de trouver des loci polymorphes d’intérét.
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Les différentes étapes de I’AFLP sont résumées dans la figure 40 ci- dessous.

Site de restriction Site de restriction
EcoRl Msel

5' = - GAATTC TTAA e 3
3 CTTAAG AATT 5'
Digestion avec EcoRlI et Msel
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TTAA Ligation des adaptateurs
Adaptateur EcoRI
™ e
Amorce EcoRI + C Adaptateur Msel

(1 nucléotide sélectif)
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AATTCN NTTA
TTAAGN s NAAT ‘
0 =eessssm 5'

Amorce Msel + C
(1 nucléotide sélectif)
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(3 nucléotides sélectifs)
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AATTCA GTTA N
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AAC meeem 5'
Amorce Msel + AAC
(3 nucléotides sélectifs)
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AATTCAAC TTGTTA EEm
TTAAGTTG AACAAT Hsl

Analyse sur gel de polyacrylamide
Ou par électrophoreése capillaire (séquencer)

BN Mse | adapter sequences
EcoR | adapter sequences

Fig40: Schéma récapitulatif des principales étapes de la technique d’AFLP
Source: Michigan state university (www.msu.edu)
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e Analyse des produits de PCR

Les produits de PCR peuvent ensuite étre séparés et visualisés par électrophorése sur gel de
polyacrylamide ou par un séquenceur. L'électrophorése sur gel de polyacrylamide permet
d’obtenir des profils de restriction sous formes de bandes caractéristiques de la taille des
fragments de restriction amplifiés. Les profils de restriction des différents échantillons se
distinguent donc par la présence ou I'absence d’un certain nombre de ces bandes. Comme
dans ce travail toutes les analyses ont été effectuées a I'aide d’un séquenceur automatique
(voir fig. 41), uniquement cette méthode d’analyse plus performante sera détaillée par la

suite.

Fig41: Séquenceur automatique (3730xI DNA Analyser)
(Source : Life technologies 2014)

La séparation et I'analyse des fragments de restriction par un séquenceur automatique sont
basées sur le principe de I'électrophorése capillaire. Cette technique ne nécessite qu’une
faible quantité d’échantillon (10-50 pl) et permet I'analyse rapide de plusieurs échantillons
en parallele. Le séquenceur contient des capillaires en verre remplies d’'une matrice de
séparation (polymére liquide) qui permet de séparer des fragments de restriction de taille
moyenne.

Les fragments de restriction sont d’abord injectés dans le capillaire. Puis, par application
d’'un champ électrique élevé, les fragments chargés négativement migrent a travers la
matrice en fonction de leur taille par rapport a leur charge totale (les petits fragments
migrent donc plus vite que les fragments de taille élevée). Cette méthode de séparation est
tres performante et permet de séparer des fragments dont la taille ne differe que d’une
seule base. Le séquenceur multi-capillaire utilisé dans ce travail (Hitachi 3730xI DNA

Analyser, Life technologies) posséde 96 tubes capillaires, permettant l'injection et la
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migration simultanée de 96 échantillons (une microplaque entiére) en une seule analyse.
Juste avant d’arriver a I'électrode positive, les fragments de restriction marqués passent a
travers un faisceau de laser, qui excite les fluorochromes. L'intensité de fluorescence émise
est mesurée par un systéme de détection optique (caméra CCM) et les données sont
enregistrées sous un format numérique compatible avec les outils d’analyse (Peak Scanner,
Applied Biosystems). Comme chaque type de fluorochrome émet de la lumiere a une
longueur d’onde différente, différents marquages peuvent étre analysés en une seule

injection (Life Technologies 2014).

Une des couleurs de fluorescence est réservée au marqueur de taille ajouté a chaque
échantillon. Le marqueur de taille comporte des fragments de taille connue et est marqué
avec un fluorochrome particulier (ROX). L’outil d’analyse utilise ce marqueur de taille pour
créer une courbe standard de taille pour chaque échantillon. En comparant les fragments de
restriction avec cette courbe standard, 'outil d’analyse (Peak Scanner, Applied Biosystems)
permet de déterminer la taille de chaque fragment de restriction. Les résultats peuvent étre
visualisés et interprétés sous forme d’un électrophérogramme ou chaque pic correspond a
un fragment de restriction détecté (voir Fig.42). Ces électrophérogrammes peuvent ensuite
étre transformés en tableaux binaires, permettant I'analyse statistique des résultats. Pour ce
faire, I'outil informatique (RawGeno, GNU Lesser General Public Licence, Arrigo et al. 2009)
crée une liste de marqueurs et détermine la présence ou |'absence de ces marqueurs dans
les différents échantillons selon un code binaire (1 indique la présence d’un certain

marqueur et 0 I'absence de ce marqueur).
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Fig42 : Exemple d’un électrophérogramme obtenu avec le programme Peak Scanner

En rouge: pics correspondant au marqueur de taille
En vert: pics correspondant aux fragments de restriction de I'échantillon
Droite rouge: courbe standard de taille
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c) Protocole expérimental

e Restriction de ’ADN

Toutes les manipulations sont réalisées a froid (sur block refroidissant) et sous une hotte a
filtration pour éviter toute contamination.

Préparer une solution de restriction contenant pour chaque échantillon 2 ul de tampon de
restiction 5x, 0,8 ul d’enzymes de restriction EcoRI/Msel et 2 ul d’eau doublement distillée
(ddH,0). Distribuer 5 ul de cette solution de restriction dans les puits d’'une microplaque.
Ajouter dans chaque puits 5 pl d’ADN extrait d’'un échantillon différent. Faire attention de ne
pas mélanger les échantillons. Centrifuger la microplaque pendant 1 minute a 2500 rpm.

Incuber la microplaque dans le thermocycleur en appliquant les conditions de PCR résumées

dans le tableau 2.

Tableau 2 : Conditions de PCR pour la restriction
Cycle Température Temps Répétitions
1 37°C 2 heures 1x
2 70°C 15 minutes 1x
3 4°C oo 1x

e Ligation des adaptateurs

Toutes les manipulations sont réalisées a froid (sur block refroidissant) et sous une hotte a
filtration.

Préparer une solution de ligation contenant pour chaque échantillon 9,4 ul de la solution de
ligation stock (Adaptator ligation solution) et 0,4 ul de ligase T4.

Ajouter 10 pl de cette solution dans chaque puits de la microplaque issue de la réaction de
restriction. Centrifuger la microplague pendant 1 minute a 2500 rpm et incuber la

microplaque pendant 2 heures a 20°C dans le thermocycleur.

Les produits de la ligation sont ensuite dilués au quart avec de I'eau doublement distillée

dans une nouvelle microplaque et peuvent étre stockés a -20°C.
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e Préamplification

Toutes les manipulations sont réalisées a froid (sur block refroidissant) et sous une hotte a
filtration.

Préparer une solution de préamplification contenant pour chaque échantillon 8,1ul du
mélange de primer (Pre-amp primer mix), 1,2 pl du tampon de PCR 10x additionné de
chlorure de potassium, 0,5 pl de chlorure de magnésium (25mM) et 0,2 ul de Tag-
polymérase (5 U/ul).

Distribuer 10 ul de cette solution de préamplification dans chaque puits d’'une nouvelle
microplaque et ajouter 2 ul des produits de ligation dilués. Centrifuger la microplaque
pendant 1 minute a 2500 rpm. Incuber la microplaque dans le thermocycleur en appliquant

les conditions de PCR résumées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Conditions de PCR pour la préamplification
Cycle Température Temps Répétitions

1 94°C 3 minutes 1x
94°C 30 secondes

2 56°C 1 minute 20x
72°C 1 minute
72°C 5 minutes 1x

4 4°C oo 1x

Les produits de la préamplification sont ensuite dilués au cinquiéme avec de l'eau

doublement distillée dans une nouvelle microplaque et peuvent étre stockés a -20°C.

e Amplification

Toutes les manipulations sont réalisées a froid (sur block refroidissant) et sous une hotte a
filtration.

On a choisi pour I'amplification les quatre couples d’amorces qui ont donnés les meilleurs
résultats lors des pré-tests. Ces couples d’amorces se distinguent par la séquence des trois
nucléotides sélectifs et par le fluorochrome avec lequel I'amorce EcoRI a été marquée (voir

tableau 4). Pour chaque réaction de PCR un seul couple d’amorces est utilisé.
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Tableau 4: Couples d’amorces choisies
Marquage de
Couples amorce Séquence (5’ - 3’) I'extrémité 5’ Couleurs
(Fluorochromes)

Couple 1 E-AGC GACTGCGTACCAATTC-AGC TAMRA Bleu
P M-CTT GATGAGTCCTGAGTAA-CTT / /

Couple 2 E-ACG GACTGCGTACCAATTC-ACG HEX Vert
P M-CTG GATGAGTCCTGAGTAA-CTG / /

Counle 3 E-AAG GACTGCGTACCAATTC-AAG HEX Vert
P M-CTA GATGAGTCCTGAGTAA-CTA / /

Counle 4 E-AGC GACTGCGTACCAATTC-AGC TAMRA Bleu
P M-CAA GATGAGTCCTGAGTAA-CAA / /

Préparer une solution d’amplification contenant pour chaque échantillon 9,24 ul d’eau

doublement distillée, 0,4 pl de dNTPs (10mM), 2 ul de tampon de PCR 10x additionné de

sulfate d’ammonium, 1,2 pl de chlorure de magnésium, 0,16 ul de Tag polymérase, 1 ul de

I'amorce sélective EcoRI (1 uM) et 1 ul de 'amorce sélective Msel (5 uM).

Distribuer 15 pl de cette solution dans chaque puits d’une nouvelle microplaque au froid et

ajouter 5 ul des produits de préamplification dilués. Pour chaque couple d’amorces une

nouvelle microplaque est préparée.

Centrifuger les microplagues pendant 1 minute a 2500 rpm et incuber les dans un

thermocycleur en appliquant les conditions de PCR résumées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Condition de PCR pour I'amplification
Cycle Température Temps Répétitions

1 94°C 2 minutes 1x
94°C 20 secondes

2 66°C (-1°C par cycle) 30 secondes 10x
72°C 2 minutes
94°C 20 secondes

3 56°C 30 secondes 20x
72°C 2 minutes

4 60°C 30 minutes

5 4°C oo 1x

Les produits de I'amplification peuvent étre stockés a 4°C dans I'attente de leur analyse.
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e Analyses avec le séquenceur

Préparer le marqueur de taille en ajoutant 10 pl du marqueur ROX-size standard (marqueur
de taille marqué au fluorochrome rouge ROX) a 1 ml de formamide (Hi-Di, Life Technologies)
sous une hotte a flux laminaire.

Distribuer 9 ul de ce marqueur de taille dans chaque puits d’'une microplaque « juppée »,
adaptée au séquenceur. Centrifuger rapidement la microplaque et ajouter 1 ul des produits
d’amplification dans chaque puits. Préparer une nouvelle plagque « juppée » pour chaque
réaction d’amplification (ou couple d’amorces utilisé).

Dénaturer I’ADN en incubant les microplagues dans un thermocycleur pendant 3 minutes a
95°C. Incuber les microplaques ensuite pendant 3 minutes sur glace pour éviter toute
réhybridation. Centrifuger les plaques pour enlever d’éventuelles bulles d’air pouvant
boucher les capillaires.

Placer la microplaque dans le support pour séquenceur, recouvrir la microplaque du septa et
fermer le couvercle. Placer les microplaques dans le séquenceur. Choisir le fichier contenant

les informations des différents échantillons et lancer I'analyse.

d) Traitement des données

Les données brutes ont été vérifiées et traitées a I'aide du programme PeakScanner v1.0
(Life technologies). Cet outil informatique identifie les pics obtenus lors de I'électrophoréese
capillaire et permet de calculer la taille des fragments de restriction en les comparants avec
le marqueur de taille utilisé. Il permet également de visualiser les profils de restriction des
différents échantillons sous forme d’un électrophérogramme. Les échantillons de
microplaques différentes, mais marqués avec le méme fluorochrome (ou amplifiés avec un
couple d’amorce) ont été combinés dans un seul fichier. Le programme calcule ensuite
I'intensité de fluorescence et la taille des fragments de fagon automatique. Les
électrophérogrammes ambigilies ont été vérifiés et corrigés manuellement. Les données
(taille moyenne de fragments de restriction, intensités de fluorescence, largeur des pics, ...)
ont ensuite été exportées sous forme d’un tableau combiné de format *.txt (tab-delimited

format), utilisable par d’autres outils informatiques (Applied Biosystems 2006).
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Les électrophérogrammes (ou les tableaux combinés) sont ensuite analysés avec I'outil
informatique RawGeno v2.0.1 (GNU Lesser General Public Licence, Arrigo et al. 2009). Il
s’agit d’'un outil informatique qui fonctionne dans le programme statistique R v3.1.2 (R-
CRAN library) et qui permet de transformer les tableaux combinés du PeakScanner en
tableaux binaires plus adaptés pour les analyses statistiques. Ces tableaux binaires
regroupent I'ensemble des différents fragments de restriction et indiquent pour chaque
échantillon la présence ou I'absence des marqueurs sous forme binaire. Un chiffre 1 indique
la présence d’un certain marqueur tandis qu’un chiffre 0 indique son absence. Les tableaux
binaires correspondant aux amplifications avec les différents couples d’amorces peuvent

ensuite étre combinés.

Afin d’éliminer les échantillons de faible qualité, uniguement les échantillons comportant au
moins 50 fragments de restriction différents ont été choisis pour I'analyse. Ceci a conduit a
une perte d’environ 4% des échantillons.

RawGeno calcule ensuite des « bins » (catégories de taille), qui lui permettent de construire
la matrice binaire de présence/absence. Les différents « bins » sont caractérisés par leur
localisation sur I'électrophérogramme (donc la taille moyenne des pics qu’ils contiennent) et
leur largeur, définie par la différence de taille entre le plus grand pic et le plus petit pic
présents dans un « bin » (Arrigo al. 2009). Pour nos analyses, on a défini la largeur minimale
des bins a 1 pb (paire de base) et la largeur maximale a 2 pb. Ces parametres permettent
d’avoir des bins relativement restreints et donc significatifs, tout en évitant que plusieurs
pics d’'un méme individu ne soient intégrés dans le méme bin.

De plus, différents filtres furent appliqués afin de ne retenir pour I'analyse que les fragments
dont la taille se situe entre 150 et 350 pb et dont l'intensité de fluorescence minimale est
supérieure ou égale a 150 RFU (relative fluorescence unit). En tenant compte de tous ces
parameétres, I'algorithme de RawGeno calcule ensuite les tableaux binaires qui peuvent étre
exportées sous un format *.txt (tab-delimitaed format).

Tous les électrophérogrammes, résultant de I'amplification sélective avec les différents
couples d’amorces, ont été analysés en appliqguant ces mémes paramétres. Les différents
tableaux binaires obtenus ont ensuite été regroupés sous forme d’un seul tableau binaire

(merged binary table) contenant I'ensemble des marqueurs détectés.
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11.L6. Les analyses statistiques

a) Outils informatiques utilisés

Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide des programmes GenAIEX 6.5 (Peakall et

Smouse 2006, 2012) et AFLP-SURV 1.0 (Vekemans et al. 2002).

GenAlEx 6.5 est un « Add-in » qui est exécuté sous Ms-Excel et qui permet d’analyser un
grand nombre de données de génétique des populations. Afin que GenAlEx puisse traiter les
données, le tableau binaire combiné, qui a été créé par le programme RawGeno sous un
format *.txt (tab-délimited format), doit d’abord étre convertit en fichier Excel (.xls).
GenAlEx nécessite un formatage particulier de la fiche de travail contenant les données a
analyser. Ainsi, le tableau binaire doit étre trié en fonction des différentes populations et des
régions étudiées. De plus, il faut préciser dans la premiére ligne, le nombre de marqueurs, le
nombre total d’échantillons, le nombre de populations, le nombre d’individus par

population, le nombre de régions et le nombre d’individus par région.

AFLP-SURV 1.0 est un logiciel fonctionnant sous Windows DOS, qui permet d’analyser des
données d’AFLP a partir du tableau binaire combiné créé par RawGeno. Pour qu’AFLP-SURV
puisse traiter les données, le tableau sous format *.txt doit a nouveau étre formaté en
précisant le nombre de populations étudiées et en triant les échantillons en fonction des

populations desquelles ils sont issus.

b) Distances génétiques

A partir de la feuille de travail modéle (tableau binaire combiné), GenAlEx calcule les
distances génétiques entre individus. Pour cela, les données sont converties en une matrice
de distances génétiques par paires d’individus (pairwise indivdual-by-individual genetic
distance matrix). Dans cette matrice de distances euclidiennes (NxN ou N désigne le nombre
d’échantillons), GenAIEx compare les échantillons un a un et donne le nombre de marqueurs
(donc le nombre de fragments de restrictions) différents entre chaque couple d’individus

(Peakall et Smouse 2006, 2012).

66



c¢) AMOVA (Analysis of Molecular Variance)

Les analyses de variances moléculaires ont été effectuées a 'aide du logiciel GenAlEx 6.5

(Peakall et Smouse 2006, 2012).

L’analyse de variance moléculaire (Excoffier et al. 1992) est une méthode statistique basée
sur les distances génétiques, qui permet d’établir la répartition hiérarchique des variations
génétiques entre populations ou entre régions. Elle permet donc d’évaluer I'influence des
variables population ou région sur la variabilité génétique totale observée. Comme la
matrice des distances génétiques par paires d’individus contient des données de métrique
euclidienne, cette matrice peut étre utilisée pour I'lanalyse AMOVA (Peakall et Smouse 2006,
2012).

L’AMOVA calcule un indice ¢st qui correspond au rapport de la variance entre les différentes
populations et la variance totale (somme de la variance entre populations et de la variance a
I'intérieur des populations). Cette statistique permet ensuite d’évaluer quel pourcentage de
la variance totale (ou de la variabilité génétique totale) est di a la variance entre les
différentes populations (donc la variabilité génétique entre les populations) et quel
pourcentage est d( a la variance a I'intérieur des populations (donc a la variabilité génétique
entre les individus des différentes populations). Les hypotheses testées lors d'une AMOVA
sont donc les suivantes :

- Hypothése « zéro » (HO) = pas de différence génétique entre populations (¢st = 0).

- Hypothése alternative (H1) = il existe une différence génétique entre populations (¢sr > 0).

En introduisant des parameétres sur les régions desquelles ces populations sont issues, la
statistique permet également de calculer le pourcentage de la variabilité génétique qui est
dd a la variabilité génétique entre ces différentes régions. La valeur ¢st par région est

calculée comme le rapport de la variance entre les régions et la variance totale.

Notons que l'indice de diversification ¢sr est comparable a I'indice Fsy défini par Wright. On
appelle cet indice ¢st (et non Fsr), car il a été calculé a partir d’'une matrice de distances
génétiques binaires (et non a partir de marqueurs codominants). Tout comme Fsr, dst traduit
la distance génétique entre populations, liée aux différences des fréquences alléliques entre

ces populations. Cet indice estime la corrélation entre les alleles a lintérieur d’une
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population par rapport a 'ensemble des populations (variance entre populations par rapport
a la variance totale). Si les populations sont identiques, I'indice ¢sr (ou Fsr) vaut 0 et il n’y a
donc pas de variation entre les fréquences alléliques des populations analysées. Une valeur
st (ou Fs7) égale a 1 indique que les fréquences alléliques sont totalement différentes entre
les populations (et que probablement les populations sont d’espéces différentes). En réalité,
les valeurs de ¢sr ou Fsr sont rarement supérieures a 0,5. Ainsi une valeur de ¢st > 0,25
indique déja une différence génétique tres élevée entre populations, tandis qu’une valeur

st < 0,05 traduit une différence génétique tres faible (Peakall et Smouse 2006, 2012).

Afin de vérifier la validité du modele statistique, un test de permutation est réalisé. Lors de
ce test, les individus des différentes populations (ou régions) sont mélangés de facon
aléatoire et une AMOVA est recalculée pour les échantillons randomisés. Si le nombre de
permutations (ou de randomisations) est suffisamment élevé (p.ex. 1000 permutations), on
obtient une bonne estimation des valeurs obtenues par simple hasard. GenAlEx compare
ensuite les valeurs observées avec celles obtenues « au hasard ». Si les valeurs observées
sont supérieures aux valeurs obtenues au hasard dans plus de 95% des cas, elles sont
considérées comme significatives (P < 0.05). Pour nos analyses le test de permutation a été

réalisé avec 999 permutations successives.

L'AMOVA permet également de calculer un indice de diversification ¢st entre paires de
populations (pairwise ¢s1). Les matrices basées sur ces indices ¢st par paires de populations
peuvent étre utilisées afin d’effectuer une analyse des coordonnées principales (PCoA :

Principal Components Analysis).

d) Analyse des coordonnées principales (PCoA)

Les analyses des coordonnées principales ont été effectuées a I'aide du logiciel GenAlEx 6.5

(Peakall et Smouse 2006, 2012).

L'analyse des coordonnées principales (PCoA : Principal Coordinate Analysis) permet de
visualiser des motifs ou relations génétiques contenus dans un ensemble de données multi-

variantes, en cherchant des similarités ou des différences entre les différents échantillons.
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Dans notre cas, elle permet de visualiser d’éventuels motifs ou relations entre les distances
génétiques des différents échantillons (donc a I'intérieur de la matrice binaire des distances
génétiques euclidiennes entre individus) ou encore entre les distances génétiques entre
populations (donc a l'intérieur de la matrice des st par paires de populations). Ces analyses
sont tres complexes en vue du grand nombre de dimensions qui doivent étre prises en
compte. Ainsi, pour la comparaison des profils de restriction, chaque marqueur correspond a
une dimension.

La PCoA détermine une hiérarchie d’axes (ou de dimensions) pouvant expliquer la majeure
partie des variations observées dans un ensemble de données mesurées a de nombreuses
dimensions. Les axes successifs permettent d‘expliquer une proportion de plus en plus faible
des variabilités totales observées. Les variations observées peuvent ainsi étre réduites a
leurs deux (ou trois) dimensions principales et étre visualisées sous forme graphique. Ainsi,
les distances génétiques entre les différents individus (ou populations) testées seront donc
les plus visibles sur les trois premiers axes, représentant la plus grande proportion de la

variabilité totale observée.

e) Diversité génétique selon Nei

La diversité génétique est basée sur la fréquence des alléles pour un locus donné et peut
étre évaluée au niveau des espéces, des populations ou des individus. La diversité génétique

est surtout quantifiable par le taux de polymorphisme et le taux d’hétérozygotie.

e Taux de polymorphysme

Le taux de polymorphisme ou proportion de loci polymorphes (PLP) correspond au nombre
de génes polymorphes par rapport au nombre total de genes étudiés. On estime qu’un locus
est polymorphe si la fréquence de I'alléle le plus abondant est inférieure a 0,95 (Vekemans
2002). Le taux de polymorphisme a été évalué a I'aide du programme AFLP-surv 1.0 en
assumant que les populations suivent I'équilibre de Hardy-Weinberg. Afin de vérifier la
validité du modele statistique, un test de permutation avec 1000 permutations fat

également réalisé.
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e Taux d’hétérozygotie

Le taux d’hétérozygotie traduit la fréquence d’individus hétérozygotes pour chacun des loci
étudiés et donne donc une bonne estimation de la variabilité génétique. Un taux
d’hétérozygotie élevé traduit la présence de nombreux alleles a un locus donné et a des
fréquences relativement égales.

Les marqueurs générés par la technique de I’AFLP sont cependant des marqueurs dominants
et I'analyse des électrophérogrammes permet donc uniquement de conclure sur la présence
ou I'absence de ces marqueurs. Comme un marqueur dominant (noté A) peut aussi bien
provenir d’un individu homozygote dominant (A/A) que d’un individu hétérozygote (A/a), la
technique de I'AFLP ne permet pas de distinguer les homozygotes des hétérozygotes et ne
permet donc pas de conclure sur le taux d’hétérozygotie réel a I'intérieur d’un échantillon ou

d’une population.

L'absence d’un marqueur dominant indique cependant que [lindividu analysé est
homozygote récessif (a/a) pour ce marqueur. On peut ainsi calculer un taux d’hétérozygotie
attendue (expected heterozygosity) a partir du taux d’homozygotie récessive a l'intérieur
d’'une population (Lowe, Harris et Ashton 2004). Les analyses des taux d’hétérozygotie

attendue ont été réalisées a I'aide du logiciel GenAlEx 6.5.

Pour cette estimation du taux d’hétérozygotie il faut cependant admettre que la population
suit I'équilibre de Hardy-Weinberg. Ce modele prédit les fréquences des génotypes
dialléliques a partir des fréquences alléliques dans une population infiniment large ou la
fécondation se fasse au hasard et en supposant I'absence totale de mutations, de flux
génétique et de sélection naturelle. Afin d’illustrer I’équilibre de Hardy-Weinberg, supposons
le cas d’un seul locus a deux alléles. Dans ce cas, si p représente la fréquence de l'allele A, la
fréquence de l'alléele a est définie par q = 1-p (Andrews 2010 ; Lowe et al. 2014). De plus,
comme p+qg = 1, on obtient la relation (p+q) 2 = p2 + 2pq + q2 =1ou p2 indique la fréquence
des individus homozygotes dominants A/A, g’ indique la fréquence des individus
homozygotes récessifs a/a et 2pq indique la fréquence des individus hétérozygotes (A/a)

(voir fig. 43).
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Fig. 43: Fréquences des génotypes selon I’équilibre de Hardy-Weinberg
en fonction des fréquences alléliques.
(Source: Andrews 2010, Nature Education Knowledge)

p = fréquence de I'allele dominant
g = fréquence de l'alléle récessif

2 , ) .
p° = fréquence du génotype homozygote dominant
q2 = fréquence du génotype homozygote récessif
2pq = fréquence du génotype hétérozygote

Il faut cependant préciser que la majorité des populations naturelles ne suivent pas les
conditions de I'équilibre de Hardy-Weinberg. Comme nous ne disposons pas de données sur
la divergence de nos populations par rapport a I'équilibre de Hardy-Weinberg, les taux
d’hétérozygotie attendue ne correspondent donc pas nécessairement aux taux

d’hétérozygotie réelle (obtenues par exemple avec des marqueurs codominants).

Les différences en diversités génétiques par régions ont été testées par une ANOVA (Analyse
de la variance) qui permet de déterminer si les variations a I'intérieur de chaque groupe (ici
les trois régions), définies par les modalités de la variable explicative (ici I’hétérozygotie
moyenne), different significativement. Un test post-hoc (Tukey’s HSD) a également été

effectué, afin de déterminer quel groupe difféere significativement de la moyenne.
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f) Isolement génétique par distance

Les analyses de l'isolement génétique par distance ont été réalisées a I'aide du programme

GenAlEx 6.5 (Peakall et Smouse 2012).

Les différenciations génétiques entre populations sont souvent dues a un flux génétique
insuffisant entre ces populations. Comme le flux génétique entre populations est souvent
limité par les distances géographiques qui les séparent, il s’avére intéressant de déterminer
s’il existe une relation entre les distances génétiques et les distances géographiques des
populations. Si la différenciation génétique augmente avec la distance géographique
séparant les populations, on parle d’une relation d’isolation par distance (Hardy et

Vekemans 1999).

Afin d’évaluer I'existence d’une telle relation on peut réaliser un test de Mantel. Cet outil
statistique permet de comparer deux matrices de distances quelconques (X et Y) comportant
les mémes éléments et de calculer un coefficient de corrélation (Ry,). Il s’agit donc de tester
les hypothéses :

- HO:il n’existe pas de relation entre les éléments des matrices X et Y (R, = 0)

- H1:il existe une relation entre les éléments des matrices X et Y (R, > 0)

Afin de vérifier la validité du modéle statistique, un test de permutation est réalisé. Lors de
ce test, les valeurs de la matrice Y sont randomisées, tandis que les valeurs de la matrice X
restent inchangées. Pour chaque permutation, un nouveau coefficient de corrélation est
calculé. Si les valeurs observées sont supérieures aux valeurs obtenues « au hasard » dans
plus de 95% des cas, elles sont considérées comme significatives (P < 0.05) (Peakall et

Smouse 2012).

Pour mettre en évidence une éventuelle relation d’isolation par distance, nous avons réalisé
un test de Mantel entre la matrice des distances génétiques par paires de populations (st
par paires de populations) et la matrice des données géographiques (calculée a partir des
coordonnées WGS 84). La signifiance statistique du test a été évaluée en effectuant 1000

permutations au hasard.
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lIl. Résultats

IIl.1. Echantillonnage

Au total 260 échantillons de treize populations différentes ont été collectionnés a travers
trois régions géologiques du Luxembourg. Dans chaque population un échantillon a été
prélevé sur 20 individus différents.

Dans les régions de la Minette et du Keuper 20 échantillons de cing populations différentes
ont pu étre prélevés. Cependant, dans la région du calcaire coquillier (Moselle) uniquement
20 échantillons de trois populations différentes ont pu étre collectionnés. Bien que la quasi-
totalité des pelouses séches répertoriées dans la base de données du Géoportail
(Administration du cadastre et de la Topographie) ait été vérifiée, aucune autre population
de taille suffisante n’a pu étre mise en évidence dans cette région. De plus, les populations
de la région du calcaire coquillier semblaient avoir un effectif total plus petit que celles du

Keuper ou de la Minette (Epstein 2014, données non publiées).

I11.2. Diversité génétique

L'ADN a pu étre extrait de tous les 260 échantillons. Les analyses des données par les
programmes PeakScanner et RawGeno ont permis de retenir 248 profils génétiques
exploitables (248 échantillons satisfaisant aux parameétres choisies). Chaque individu avait un
profil génétique unique. Il n’y avait donc pas de clones parmi les 248 échantillons retenus.

De plus, l'utilisation des différentes combinaisons d’amorces sélectives lors de I'AFLP a

permis de créer au total 526 marqueurs.

Les taux de polymorphisme (PLP ou proportions de loci polymorphes), calculés par AFLP-
SURV pour les treize populations, variaient entre 39,2% et 64,8% (voir tableau 6).
Les taux d’hétérozygotie (He) attendue, calculés par GenAlEx pour les différentes

populations, variaient entre 0,103 et 0,177 (voir tableau 6).
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Tableau 6: Taux d’hétérozygotie moyenne attendue et taux de polymorphisme calculés pour les treize
populations d’Anthyllis vulneraria.

Mean He : taux d’hétérozygotie moyenne attendue calculée par GenAlEx (= 2:p-q) pour
chaque population
SE of Mean He:  erreur type de I’'hétérozygotie moyenne attendue

PLP: proportion de loci polymorphes calculée par AFLP-SURV pour chaque population
Régions . Nombre PLP SE of
géologiques Hopllater d’échantillons (en %) Mean He Mean He

Amber - Kneppchen 20 59.9 0,151 0,007
Banzelt - Hiirden 20 59.3 0,165 0,008

Keuper -
Graulinster - Folkend 20 64.4 0,177 0,008

(Centre) -
Junglinster - Geespert 18 64.8 0,170 0,008
Oberanven - Aarnescht 18 55.9 0,152 0,007
Moyenne 60.9 0,163 0.008
Dudelange - Haardt 13 39.2 0,120 0,007
Esch-sur-Alzette - Hiel 20 50.8 0,138 0,008
Minette Esch-sur-Alzette Lallenger Bierg 20 52.5 0,145 0,008
Kayl - Léiffrachen 20 51.9 0,135 0,007
Tétange - Hesselbierg 20 53 0,133 0,007
Moyenne 49.5 0,134 0.008
Calcaire Ahn - Pelmberg 20 43.5 0,115 0,007
coquiller | Moersdorf - Deiwelskopp 20 40.3 0,103 0,007
(Moselle) | wasserbillig - Rouseberg 19 45.2 0,121 0,007
Moyenne 43 0,113 0.007

Une analyse de la variance des taux d’hétérozygotie en fonction des trois régions
géologiques a montré que les trois régions se distinguent significativement (F,10=24.6,

P <0.001).

Un test post-hoc (Tukey HSD) a pu montrer que |'hétérozygotie moyenne attendue par
région la plus importante se trouve dans la région du Keuper (He = 0,163). Les populations
du calcaire coquiller (Moselle) présentent I’hétérozygotie moyenne attendue la plus faible
(He = 0,113) et les populations de la Minette possedent une hétérozygotie moyenne

attendue intermédiaire (He= 0,134) (voir tableau 6 et fig. 44).
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Fig. 44 : Hétérozygoties moyennes par région géologique des treize populations d’Anthyllis
vulneraria

Les trois régions sont significativement distinctes les unes des autres du point de vue de
leur diversité génétique (He) (Test post-hoc, Tukey HSD).

I1l.3. Structure génétique

L’analyse de variance moléculaire (AMOVA) calcule un indice ¢srgeg = 0,10 (avec P = 0,001),
indiquant que 10% de la variabilité génétique totale sont distribués entre les trois régions
d’étude. De plus, I'indice ¢st pop = 0,14 (avec P = 0,001) indique que 14% de la variabilité
génétique sont dus aux différences entre les différentes populations a l'intérieur des régions.
Comme il s’agit d’'une analyse hiérarchique, ceci implique que 24% de la variation génétique
sont dus aux différences entre populations, si on ne tient pas compte de I'effet région
(10+14 = 24%). Les 76% restants de la variabilité génétique totale sont dus a la variabilité
génétique des individus a I'intérieur des populations (voir tableaux 7 et fig. 45). Les tests de
permutations ont montré que toutes les distances génétiques par paires de populations,
mesurées comme valeurs ¢st par GenAlEx et allant de 0,105 a 0,353, étaient significatives
(P= 0,001). Le calcul des distances génétiques euclidiennes entre les différentes paires
d’individus a permis de vérifier que tous les individus se distinguent par au moins 48

marqueurs.
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Tableau 7 : Classification hiérarchique des variances estimées par GenAlEx

df = degrees of freedom (degrés de liberté)
SS = Sums of Squares (sommes des carrés des écarts par rapport a la moyenne)

MS = Mean Sums of Squares (sommes des carrés des écarts par rapport a la
moyenne divisés par les degrés de liberté)

Est. Var. = Estimated Variances (variances estimées)

Percentages of Molekular Variance = variances estimées divisées par la variance totale
multipliées par 100.

Percentages of
Source df SS mMS Est. Var Molecular
Variance
Among Regions 2 1399,346 699,673 6,073 10%
Among Pops 10 2051,820 205,182 8,406 14%
Within Pops 235 10675,519 45,428 45,428 76%
Total 247 14126,685 59,906 100%

Percentages of Molecular Variance

Among Regions
10%

Fig. 45: Répartition de la variance moléculaire entre trois régions et entre 13
populations d’ Anthyllis vulneraria
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L'analyse des coordonnées principales (PCoA) effectuée sur la matrice des distances
euclidiennes des différents échantillons montre une subdivision relativement nette des
distances génétiques des échantillons en trois groupes (notés A, B et C) (voir fig. 46).

Ainsi, les populations 1, 3, 4 et 5, sont regroupées ensemble, de méme que les populations
7-10 et les populations 6, 11, 12 et 13. Une analyse plus détaillée des échantillons montre
gue ces trois groupes correspondent en grande partie aux trois régions géologiques
étudiées. Ainsi, le groupe A correspond aux échantillons prélevés dans la région du Keuper (a
I’exception des échantillons de la population 2 : Banzelt - Hiirden), le groupe B correspond
aux échantillons prélevés dans la région du calcaire coquillier (a I'exception de la population
6 : Dudelange - Haard) et le groupe C correspond aux échantillons prélevés dans la région de
la Minette (a I'exception de certains échantillons de la population 2 : Banzelt - Hiirden). Il
existe donc une correspondance entre les trois régions géologiques et la structure génétique

des populations d’Anthyllis vulneraria de ces régions.

La structure génétique de la population 6 (Dudelange - Haard) semble cependant plus
proche des populations du calcaire coquillier que des populations du Keuper ou de celles des
autres populations de la Minette. De plus, les échantillons de la population 2 (Banzelt -
Hiirden) ne sont pas tous répartis dans le méme groupe que les autres populations du
Keuper. Comme I'axe 1 représente la majeure partie des différences observables (36.6 %), le

groupe B est plus distant des groupes A et C que les 2 groupes le sont entre eux.

L'analyse des coordonnées principales effectuée sur les distances génétiques entre les
populations (valeurs ¢st par paires de populations) permet de retrouver ces mémes trois
groupes (voir fig. 47). On remarque a nouveau, que la population de Dudelange-Haard
semble avoir une structure génétique plus proche des populations échantillonnées dans la
région de la Moselle. De méme, la population de Banzelt-Hirrden se trouve a nouveau

séparée des autres populations du Keuper, bien que cette séparation soit moins prononcée.

Finalement, le test de Mantel a permis de mettre en évidence une relation d’isolation par

distance significative (Rxy = 0,488 ; P < 0.05) chez les différentes populations d’Anthyllis

vulneraria étudiées (voir fig. 48).
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Fig. 46: Analyse des coordonnées principales (PCoA) effectuée sur les distances génétiques euclidiennes
entre les individus des treize populations d’Anthyllis vulneraria.
Les résultats montrent une subdivision des échantillons en trois groupes A, B et C.

L’axe 1 explique 36.6 % de la variation génétique observée
L’axe 2 explique 21.9 % de la variation génétique observée

Les 248 échantillons ont été regroupés par populations:

Popl = Amber- Kneppchen Pop6 = Dudelange - Haardt Pop11 = Ahn - Pelmberg

Pop2 = Banzelt — Hiirden Pop7 = E-A - Hiel Pop12 = Moersdorf - Deiwelskopp
Pop3 = Graulinster — Folkend Pop8 = E-A - Lallenger Bierg Pop13 = Wasserbillig - Rouseberg
Pop4 = Junglinster — Geespert Pop9 = Kayl - Léiffrachen

Pop5 = Oberanven — Aarnescht Pop10 = Tétange - Hesselbierg
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Fig. 47: Analyse des coordonnées principales (PCoA) effectuée sur les distances génétiques (pairwise ¢sr)
entre les treize populations d’Anthyllis vulneraria.

Les résultats montrent une subdivision des échantillons en trois groupes A, B et C.

L’axe 1 explique 38.2 % de la variation génétique observée
L’axe 2 explique 22.1 % de la variation génétique observée

Légende des populations:

Popl = Amber- Kneppchen Pop6 = Dudelange - Haardt Pop11 = Ahn - Pelmberg

Pop2 = Banzelt — Hiirden Pop7 = E-A - Hiel Pop12 = Moersdorf - Deiwelskopp
Pop3 = Graulinster — Folkend Pop8 = E-A - Lallenger Bierg Pop13 = Wasserhbillig - Rouseberg
Pop4 = Junglinster — Geespert Pop9 = Kayl - Léiffrachen

Pop5 = Oberanven — Aarnescht Pop10 = Tétange - Hesselbierg
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IV. Discussion

IV.1. Structure génétique

Nos analyses de variance moléculaire (AMOVA) ont permis de montrer une différenciation
génétique relativement importante entre les différentes populations d’Anthyllis vulneraria
étudiées. La valeur de ¢st = 0,24 est relativement proche de celle déterminée par Nybom et
Bartish (2000) a partir de marqueurs RAPD (¢sr = 0,27) pour les plantes a reproduction

mixte.

Notre valeur de s était cependant largement supérieure a la valeur Fsr = 0,012, trouvée par
Koster et al. (2008) a partir de marqueurs AFLPs pour des populations d’Anthyllis vulneraria
d’Estonie. De méme, Honnay et al. (2006) avaient trouvés une valeur ¢sr = 0,056 beaucoup
plus faible lors de leurs analyses par AFLP de populations d’A. vulneraria de la vallée du
Viroin en Belgique. Il faut cependant préciser que cette derniére étude a été réalisée dans
une région géographique beaucoup plus petite, ce qui pourrait expliquer la valeur de ¢sr
plus faible.

Ernst et al. (2013) avaient également trouvés une valeur Fs; = 0,105 plus faible lors de I'étude
par AFLP de populations de Geranium sylvaticum, une plante présentant également un
mode de reproduction mixte et un cycle de vie pérenne, des pelouses calcaires fragmentées
de la région du Taunus en Allemagne.

Finalement, nos valeurs ¢sr par paires de populations montraient que toutes les populations

étudiées se distinguaient significativement les unes des autres.

Ces résultats suggérent qu’il n'y a pas eu de flux génétique important entre les différentes
populations pendant une période de temps relativement longue et que par conséquence,
ces populations se seraient progressivement différenciées les unes des autres,
essentiellement par des phénomeénes aléatoires de dérive génétique. Ceci parait d’autant
plus probable que la majorité des pelouses calcaires étudiées (a I'exception de celles de la
région de la Minette) sont de petite taille et se trouvent a des états fragmentés a travers le

paysage. Le faible effectif des populations d’A. vulneraria et leur isolement géographique,
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qui en résultent, auraient ainsi favorisé d’avantage les phénomenes de dérive génétique
(Young et al. 1996). Il s’y ajoute que les graines de cette espece sont relativement larges et
donc mal dispersées, ce qui limite a nouveau le flux de génes entre populations. De plus,
I'espece présente un mode de reproduction mixte et est donc également capable
d’autofécondation, ce qui peut renforcer la différenciation entre populations moyennant des
phénoménes de consanguinité (Ellstrand et al. 1993). Il faut cependant noter que des
données récentes d’analyses par microsatellites suggérent que l'autofécondation ne
représente pas le mode de reproduction principal pour A. vulneraria (Van Glabeke et al.

2007).

Une analyse hiérarchique de la variance moléculaire révélait qu’en enlevant la proportion de
la variabilité génétique due aux différences génétiques entre les trois régions géologiques,
encore 14% de la variabilité génétique correspondaient aux différences génétiques entre les
populations a l'intérieur des régions. Par contre 10% de la variabilité totale pouvaient étre
attribués aux différences entre les trois régions géologiques étudiées. La valeur de st reg =
0,101 (P < 0,001) traduit donc une différence génétique assez importante entre les trois

régions d’étude.

Cette structuration génétique était également observée lors d’'une analyse des coordonnées
principales (PCoA), qui permettait de mettre en évidence trois groupes bien distincts. Une
analyse plus détaillée révélait que ces groupes correspondaient en grande partie aux régions
géologiques étudiées. Ainsi, les populations échantillonnées dans la région du calcaire
coquillier (Moselle) étaient toutes regroupées ensemble. Il en était de méme pour les
différentes populations prélevées sur Keuper, a I'exception de la population de « Banzelt-

Hiirden » dont certains échantillons semblaient se rapprocher des populations de la Minette.

Les populations prélevées dans la région de la Minette étaient également regroupées
ensemble, a I'exception de la population de « Dudelange-Haard » qui avait une structure
génétique plus proche des populations de la Moselle. Comme les pelouses séches de la
« Haard » ne se sont formées que récemment apres 'arrét de I'exploitation des mines a ciel
ouvert, il est possible que ce nouvel habitat flt colonisé par des individus des populations

plus anciennes de la Moselle. La situation géographique du site de la « Haard » pourrait
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expliquer ceci, car le site est géographiquement plus proche de la Moselle que les autres
sites étudiés de la Minette.

Par contre, les autres populations de la Minette semblent avoir une autre origine, car leur
structure génétique était bien différente des populations du Keuper et du calcaire coquillier.
Il serait ainsi possible que ces populations de la Minette proviendraient de la colonisation
par des individus de populations frangaises avoisinantes. De futures analyses génétiques
seraient cependant nécessaires afin de vérifier I’'hypothése d’une origine commune entre les

populations de la Minette et celles des régions frontaliéres de la Lorraine.

Comme les pelouses seches anciennes du Keuper et de la Moselle représentent des habitats
fragmentés depuis longtemps et qu’il n'y a pas eu d’interactions entre les différentes
populations d’A. vulneraria, elles se sont probablement différenciées les unes des autres par
des phénomenes de dérive génétique. Pour les pelouses seches secondaires plus récentes de
la Minette, il s’y ajoute que les populations d’A. vulneraria actuelles proviennent de la
colonisation de ces sites par un nombre restreint d’individus, n’ayant apporté qu’une petite
partie de la variabilité génétique de leur population d’origine. Comme les différents sites
étaient colonisés par des individus ayant apporté une fraction différente de la variabilité
génétique initiale, un effet fondateur est supposé étre a |'origine de la différenciation

observée.

La subdivision des populations indique également que les trois régions géologiques du
Luxembourg renferment des pools génétiques différents d’A. vulneraria. Ceci montre bien
I'importance de mettre en place des plans d’actions dans chacune de ces régions, afin de

maintenir 'ensemble de la variabilité génétique de cette espece.

Finalement, nous avons pu mettre en évidence une certaine relation d’isolation par distance
entre les différentes populations d’A. vulneraria étudiées (Rxy = 0,488 ; P < 0.05).

Les différenciations génétiques sont donc moins prononcées entre des populations
géographiquement proches, qu’entre populations éloignées. Une telle relation d’isolation
par distance est surtout susceptible d’apparaitre chez des espéces qui présentent une faible
capacité de dispersion (Grashof-Bokdam 1997), comme c’est le cas pour A. vulneraria.

Comme les phénomeénes de dérive génétique sont aléatoires, I'augmentation des distances
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génétiques en fonction des distances géographiques indique qu’il y avait dans le passé un
flux génétique entre les populations d’A. vulneraria du Luxembourg. Ceci suggere que la
fragmentation des habitats a progressivement isolé les différentes populations, qui se sont
par la suite différenciées les unes des autres, essentiellement par des phénomenes de dérive
génétique. L'existence d’une relation d’isolation par distance entre les populations d’A.
vulneraria du Luxembourg pourrait également expliquer notre valeur de ¢st trés supérieure
a celle observée par Honnay (2006). En effet, leur étude a été réalisée sur une aire d’étude
beaucoup plus faible (15 km?), dans laquelle aucune relation d’isolation par distance n’a pu

étre trouvée.

IV.2. Diversité génétique

L'analyse de la diversité génétique des différentes populations d’Anthyllis vulneraria révélait
un taux d’hétérozygotie attendue relativement faible. Ainsi, I'hétérozygotie attendue,
calculée par GenAlEx pour les différentes populations, variait entre 0,103 et 0,177. Ces
valeurs sont inférieures a celles indiquées par Nybom et al. (2004) pour les plantes a
fécondation mixte (0,18) ou les plantes pérennes a courte durée de vie (0,25). De plus,
Honnay et al. (2006) avaient trouvés une hétérozygotie moyenne attendue de 0,28 pour des

populations d’A. vulneraria de la vallée du Viroin en Belgique.

Les taux de polymorphisme trouvés pour les différentes populations étaient également
relativement faibles (39,2% a 64,8%), mais étaient comparables a ceux trouvés par Koster et

al. (2008) a partir de marqueurs AFLP pour des populations d’A. vulneraria d’Estonie.

Les taux d’hétérozygotie attendue et les taux de polymorphismes plus faibles trouvés dans
notre étude indiqueraient que le flux génétique entre les populations était insuffisant pour
compenser les phénomeénes de dérive génétique ou de consanguinité, a I'origine de la perte
d’hétérozygotie. En effet, la majorité des populations étudiées étaient de petite taille et
présentaient un isolement géographique assez important, ce qui accélere les phénomeénes

aléatoires de la dérive génétique (Ellstrand et al. 1993, Aguillar et al. 2008). La perte
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d’hétérozygotie serait donc due a la fixation ou a la perte d’alléles par dérive génétique aux

cours des générations successives.

Il s’y ajoute qu’A. vulneraria présente un mode de reproduction mixte. Comme le taux
d’autofécondation augmente dans des populations de petite taille (Ellstrand et al. 1993,
Turner et al. 1982), on suppose que la réduction de I'"hétérozygotie est également due en
partie a des phénomeénes de consanguinité. Ainsi, la reproduction entre individus apparentés
aurait mené a une perte d’alleles et par conséquence a une augmentation du taux
d’homozygotes. Malheureusement, les marqueurs AFLP dominants ne permettent pas de
guantifier cette consanguinité et des analyses supplémentaires avec des microsatellites
seraient nécessaires, afin d’évaluer l'influence du mode de reproduction sur la diversité

génétique des populations.

L'analyse des taux d’hétérozygoties par régions révélait également que les régions d’étude
ne renfermaient non seulement des pools génétiques différents, mais se distinguaient
également significativement du point de vue de leur diversité génétique.

Ainsi, I’'hétérozygotie moyenne attendue était la plus faible pour les populations de la région
du calcaire coquillier (He = 0,113), qui présentaient un effectif tres réduit et un isolement
géographique important. Ces populations semblent donc souffrir le plus des phénoménes
négatifs de la dérive génétique et de la consanguinité (bien que linfluence de Ia
consanguinité ne peut pas étre évaluée avec des marqueurs AFLP).

Comme la diminution de la variabilité génétique se traduit par une diminution de la capacité
adaptative des populations et donc de leur viabilité (Frankel et Soulé 1981), ces populations
seraient les plus menacées. La difficulté de trouver des populations de taille suffisante dans
la région de la Moselle montrait déja que I'espéce était en nette régression dans cette
région. Ainsi, aucune population d’Anthyllis vulneraria n’avait pu étre trouvée sur un certain
nombre de sites sur lesquels I'espéce avait pourtant été relevée au cours des dernieres dix
années (Epstein 2014, données non publiées).

Intéressement, I’hétérozygotie attendue moyenne était assez élevée pour les populations de
la Minette (He = 0,134). Comme les pelouses calcaires secondaires de cette région ne se sont
formées que récemment apres I'arrét d’exploitation des minieres et que les populations

proviennent donc de la colonisation des habitats par un nombre restreint d’individus, on se
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serait attendu a un taux d’hétérozygotie plus faible. Malgré I’existence présumée d’un effet
fondateur et l'isolement relatif des populations, le taux d’hétérozygotie moyen indiquait
gu’il y avait un certain flux génétique entre ces populations, permettant de réduire les effets
de la dérive génétique. Ceci est probablement d( au fait que les anciennes minieres
représentent des habitats relativement vastes et renferment un grand nombre de sous-
populations. Comme I'effectif de ces populations est relativement élevé, les effets de dérive
génétique et de consanguinité sont moins prononcés dans ces populations. De plus, la
majorité de ces sites sont classés en tant que réserves naturelles et sont soumis a des plans
de gestions assurant le maintien des pelouses seches. Parmi les mesures les plus
importantes pour maintenir la diversité génétique des populations, on peut notamment citer
les paturages réguliers de ces sites par des troupeaux de moutons itinérants. En effet, on
peut supposer que les différentes populations sont trop distantes les unes des autres pour
que le flux génétique puisse se faire uniquement par pollinisation. Le paturage itinérant
permettrait de transporter les graines d’A. vulneraria sur des distances plus grandes et
d’assurer ainsi le flux de genes entre les différents fragments. Fischer et al. (1996) ont
montré que les moutons sont capables de transporter dans leur fourrure un grand nombre
de graines ne possédant aucune adaptation particuliére, sur de grandes distances et entre

des habitats fragmentés.

L’hétréozygotie attendue moyenne était la plus élevée pour les populations du Keuper (He =
0,163). Une explication possible serait que les populations du Keuper sont les plus anciennes
et sont issues de populations initiales beaucoup plus larges, présentant une variabilité
génétique initiale plus élevée. La fragmentation des habitats aurait donc progressivement
réduit la taille des sous-populations, mais comme celles-ci disposaient d’'un nombre d’alleles
d’origine plus élevé, les phénomenes d’érosion génétique par dérive génétique ou
consanguinité étaient beaucoup moins prononcés. De plus, historiguement, ces pelouses
séches étaient également soumises a des paturages itinérants, ce qui aurait permis dans le
passé un flux de geénes entre les différentes populations, permettant de compenser les
phénoménes de dérive génétique. Comme la fragmentation des habitats s’est surtout
accentuée au cours des derniéres décennies, il serait possible que les effets de la réduction
des milieux de vie et de l'isolement géographique des populations sur la diversité génétique

ne soient pas encore entierement détectables a I'heure actuelle.
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Les pelouses seches du Keuper représentent donc un véritable réservoir de diversité
génétique, qui devrait absolument étre maintenu. Bien que les taux d’hétérozygotie des
populations soient encore assez élevés, la fragmentation continue des pelouses séches et la
création de populations isolées de petite taille sont susceptibles de diminuer
progressivement la diversité génétique de ces populations. De plus, I’étude de cette région a
montré qu’un certain nombre de ces pelouses séches étaient laissées a I’'abandon et étaient
par conséquence menacées par des phénoménes d’embroussaillement, limitant le
développement des espéces peu concurrentielles comme Anthyllis vulneraria. Afin de
préserver ces habitats et la biodiversité qu’ils contiennent, il serait donc important de

mettre en ceuvre des plans de gestions de ces pelouses séches.
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V. Conclusions

Les résultats de cette étude montrent que les populations d’Anthyllis vulneraria du
Luxembourg sont relativement différenciées les unes des autres et cela aussi bien entre les
différentes régions géologiques étudiées, qu’a lintérieur de ces régions. Cette
différenciation génétique élevée des populations indique un flux génétique faible entre les
différentes populations, qui est probablement d{ a la réduction de la taille et 'augmentation
de lisolement géographique des populations, suite a la fragmentation progressive des
pelouses seches du Luxembourg. De plus, chaque région géologique semble contenir des
populations avec une structure génétique propre, ce qui montre I'importance de conserver

I'intégralité des populations, afin d’éviter une perte permanente de variabilité génétique.

Bien que les populations d’A. vulneraria présentent encore une diversité génétique assez
élevée, la fragmentation des habitats a déja eu des conséquences négatives sur la variabilité
génétique des populations actuelles. Si aucune mesure de conservation n’est entreprise, les
populations sont donc susceptibles de souffrir d’avantage des phénomeénes de dérive
génétique et de consanguinité, conduisant a une réduction de leur viabilité.

Parmi les mesures de préservation de la variabilité génétique les plus efficaces, on peut
notamment citer les paturages itinérants, permettant d’assure le flux de genes entre les
différents fragments, ainsi que les mesures de débroussaillement, évitant la progression de

la succession.

Afin de préserver Anthyllis vulneraria qui est déja en voie de régression au Luxembourg et

de maintenir la biodiversité des pelouses seches, des plans de gestions plus conséquents de

ces habitats fragiles devraient étre envisagés au plan national.
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VIill. Annexes

Annexe 1: Dérogation en vertu de I'article 33 de la loi du 19 janvier 2004

LE GOUVERNEMENT Luxembourg, le { 2 MARS 2m4
DU GRAND-DUCHE DE LUXEMBOURG
Ministere du Développement durable
et des infrastructures Musée National d'Histoire Naturelle
Guy Colling
Département de I'environnement 25. rue Miinster
L-L-2160 LUXEMBOURG
N/Réf.: 80407 CD/ne
Monsieur,

En réponsc & votre requéte du 21 janvier 2014 par laquelle vous sollicitez l'autorisation pour la
collecte d’échantillons de feuilles d’Anthyllis vulneraria et le transport des spécimens prélevés
dans le cadre d’un travail de recherche sur la génélique des populations de cette espéce, jai
I'nonneur de vous informer qu'en vertu de la loi modifiée du 19 janvier 2004 concernant la
protection de la nature et des ressources naturelles, je vous accorde l'autorisation sollicitée aux
conditions suivantes:

1.

2.

B Ml W

Les prélévements ne nuiront pas au maintien dans un état de conservation favorable des
populations de I'espece concernée;

Les manipulations seront réalisées par vous ou par M. Laurent Keller. Il vous est loisible de
vous faire assister par des personnes compétentes en la matiére :

Les sites sur lesquels se dérouleront les prélévements ne seront pas dégradés ;

Ne seront manipulés que les spécimens en nombre strictement nécessaire ;

L’étiquetage correct des spécimens mis cn collection devra étre assuré ;

A D’expiration de la période couverte par la présente autorisation, un rapport sur les activités
réalisées ainsi que les résultats des recherches et toute publication a caractére scientifique issue
de ces travaux me seront transmis ;

Les données relatives aux individus/populations de collecte seront communiquées au Musée
National d’Histoire Naturelle Luxembourg pour étre intégrées dans la base de données

« Recorder »,

La présente autorisation est valable jusqu'an 31 décembre 2014, sur le territoire national, y inclus
les zones protégées; elle est accordée sans préjudice de ’accord des propriélaires fonciers ou
autres ayants droits qui doit étre demandé préalablement. Le préposé forestier territorialement
compétent sera informé au préalable.

Veuillez agréer, Monsieur, l'expression de mes sentiments distingués.

La Ministre de I'Environnement

Cdrole DIESCHBOURG

Copies pour information :

- Administration de la Nature et des Foréts

Bureaux:
4. Place de "Europe Tél:{+352) 247-86824 Adresse postale
L1499 Luxembourg Fax: {+352} 40 0410 L-2518 Luxembourg wwemwelt lu
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Annexe 2 :

1) Echantillons de la Minette

Dudelange-Haart Kayl-Léiffrachen

Tétange-Hesselbierg

Données géographiques des échantillons collectionnés

Esch-sur-Alzette - Lallenger Bierg

Esch-Alzette Hiel (Ellergronn)

Date 18.03.2014 Date 27.04.2014 Date 03.05.2014 Date 03.05.2014 Date 10.05.2014
coordonnées (WGS 84) waypoint coordonnées (WGS 84) waypoint coordonnées (WG5S 84) waypoint coordonnées (WG5S 84)  waypoint coordonnées (WGS 84)  waypoint
MN49 48455 E6.06342 431 MN49 47845 E6.02447 440 N49.47079 E6.04323 447 N49. 49575 E5.99690 444 N49 43357 E5,97967 445
Position par rapport au Position par rapport au Position par rapport au Position par rapport au Position par rapport au
Echantillon transect (en cm}) Echantillon transect (en cm}) Echantillon transect (en cm) Echantillon transect (en cm) Echantillon transect (en cm)
X ¥ X ¥ ® ¥ X ¥ X ¥
1 a5 25 1 102 38 1 40 35 1 31 -88 1 110 -85
2 160 -1 2 112 -20 2 122 13 2 91 -23 2 132 87
3 305 170 3 129 30 3 143 41 3 183 -36 3 130 -60
4 370 38 4 132 -30 4 492 7 4 458 -75 4 192 (=]
5 392 101 5 153 -90 5 520 33 5 459 -115 5 221 -113
] 383 -31 B 205 -19 5] 662 -26 B 572 -165 [ 311 -54
7 430 -5 7 275 -38 7 723 -25 7 782 -182 7 312 70
3 500 108 8 430 -19 ] 768 -115 8 989 124 3 313 53
9 602 89 9 490 81 9 823 126 9 1311 -23 9 350 -2
10 686 -97 10 535 63 10 850 22 10 1388 172 10 408 -95
11 769 -109 11 639 15 11 869 -114 11 1332 -63 11 408 41
12 829 -61 12 642 -130 12 916 -81 12 1586 -23 12 613 130
13 878 -148 13 479 -88 13 950 65 13 1602 24 13 614 167
14 983 -55 14 680 10 14 991 140 14 1618 -112 14 616 -65
15 1050 -42 15 681 130 15 1002 136 15 1720 -41 15 623 -92
16 1067 50 16 702 115 16 1123 -49 16 1723 -19 16 631 112
17 1386 -87 17 1140 150 17 1362 -20 17 1772 10 17 636 85
18 1542 -48 15 1152 65 18 1460 -115 15 1808 -19 18 680 80
19 1543 53 19 1360 -180 19 1461 45 19 1813 55 19 692 115
20 1670 2 20 1520 -97 20 1718 75 20 1962 -65 20 731 95
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2) Echantillons du Keuper

Banzelt - Hiirden Oberanven - Aarnescht Amber - Kneppchen Graulinster - Folkend Junglinster - Geespert
Date 20.05.2014 Date 20.05.2014 Date 07.06.2014 Date 12.06.2014 Date 12.06.2004
coordonnées (WG5S 84) waypoint coordonnées (WGS 84) waypoint coordonnées (WG5S 84) waypoint coordonnées (WGS 84)  waypoint coordonnées (WG5S 84) waypoint
MN49.67015 E6.32648 447 N49.66330 E6.25393 450 N42. 70877 E6.19027 453 N42. 73330 E6.28432 458 N45.72373 E6.26605 457
Position par rapport au Position par rapport au Position par rapport au Position par rapport au Position par rapport au
Echantillen transect {en cm) Echantillon transect (en cm) Echantillon transect {en cm) Echantillon transect {en cm) Echantillon transect (en cm)
X ¥ X Y bl ¥ X ¥ X W

1 105 5 1 [ -31 1 130 23 1 40 -45 1 71 -15

2 112 -6 2 89 21 2 258 -1 2 35 40 2 a0 -1

3 121 ] 3 132 -17 3 261 -31 3 308 -5 3 100 32

4 144 -8 4 192 -13 4 263 -14 4 308 92 4 109 61

5 231 121 5 302 -23 5 273 -31 5 309 85 5 110 5

[ 252 -22 5] 351 11 5] 291 11 5] 311 105 [ 3390 -32

7 253 -55 7 389 -11 7 303 -9 7 320 120 7 430 47

3 258 -60 8 425 -18 8 313 -17 8 323 130 8 431 80

9 300 -40 a 499 -22 g 320 -115 g 325 150 9 442 -30

10 302 22 10 519 12 10 331 -151 10 342 -1 10 451 -13

11 302 -81 11 541 -36 11 390 -26 11 350 45 11 473 18

12 340 -24 12 728 -12 12 411 9 12 362 43 12 474 50

13 370 -31 13 752 -22 13 412 44 13 370 -5 13 474 81

14 382 32 14 761 -15 14 428 2 14 390 85 14 479 51

15 388 -67 15 821 -41 15 429 64 15 402 40 15 479 -49

16 388 -178 16 929 -45 16 436 40 16 440 100 16 506 -8

17 425 -150 17 980 -35 17 462 42 17 440 -21 17 510 33

18 432 50 18 999 1 15 511 35 18 460 119 18 525 33

19 502 -53 19 1012 -35 19 530 3 19 490 13 19 527 -112

20 812 -163 20 1220 2 20 552 -17 20 510 120 20 540 -5
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3) Echantillons du calcaire coquillier

ahn - Pelmbierg

Date

22.06.2014

coordonnées [WES 84) wiaypoint

N49 63080 E6.41679 464
Position par rapport au
Echantillon transect en cm)
X ¥
1 20 54
2 60 E
3 81 18
4 85 34
5 110 27
] 142 43
7 495 -181
o] 531 -196
9 533 -197
10 612 -195
11 683 -65
12 750 -2
13 805 22
14 06 &7
15 818 59
16 B22 439
17 B20 55
18 1216 -30
19 1359 23
20 1380 24

Moersdorf - Deiwelskopp

Date

24.06.2014

coordonnées (WGS 84) waypoint

wasserbillig - Rouseberg

N28. 74513 E5.49565 471
Position par rmpport au
Echantillon transect [en cm)
X ¥
1 17 -4
2 12 1B
3 30 -29
4 &0 -5
5 ED 33
] 112 7
7 114 7B
o] 140 2
9 150 44
10 198 -37
11 225 =20
12 250 30
13 28D -54
14 2EE -112
15 325 112
16 326 -12
17 383 -BD
1B 393 -110
19 399 41
20 410 -22

Date 24.06.2014

coordonnées (WG5S B4)  waypoint
N48. 72580 EG.S0835 473
Position par rapport au
Echantillon transect [en cm)
X ¥

1 1 -12
2 50 L
3 240 10
4 242 5

5 350
] 520 42
7 B1D 1%
] 1050 -40
9 1202 27
10 1420 1B
11 1520 1B
12 1670 -121
13 1702 -151
14 1783 Pt
15 1842 -115
15 1852 -130
17 1EBD 20
18 1530 -10
19 1573 0
20 1509 -10
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