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Résumé

Les Riccia constituent un groupe d’hépatiques a thalles trés diversifié et présentent un fort
taux d’endémisme, rare chez les bryophytes en zones tropicales surtout africaines plus
particuliérement en Ethiopie et a Madagascar. L’identification de certaines espéces de
bryophytes d’aprés leurs caractéristiques morphologiques reste encore aujourd’hui
problématique en raison notamment d’une forte plasticité phénotypique ou de phénomenes
de convergence. L’objectif est de caractériser et d’étudier la diversité génétique de plusieurs
especes de bryophytes du genre Riccia, de part et d’autre du canal du Mozambique, par une
approche de taxonomie intégrative. Dans une premiére phase, nous avons élaboré avec les
données morphologiques des hypothéses primaires de délimitation d’espéces et en seconde
phase, nous avons testé ces hypothéses par des analyses moléculaires basées sur les genes
adaptés. Les résultats obtenus montrent, sur un ensemble de 13 hypothéses morphologiques,
10 groupes ont été confirmés par I’analyse d’ABGD. Nous discuterons de la congruence de
ces résultats de délimitation moléculaire avec nos hypothéses morphologiques.

Mots-clés:  Riccia, Marchantiophytes, Ethiopie, Madagascar, délimitation moléculaire,
morphologie.

Morphological and molecular delimitation of Riccia (Ricciaceae, Marchantiophyta) present in
Ethiopia and Madagascar (East Africa)

Abstract

Riccia constitute a very diverse group of liverworts with thalli and exhibit a high rate of
endemism, rare in bryophytes in tropical areas, especially in Africa, more particularly in
Ethiopia and Madagascar. The identification of certain species of bryophytes based on their
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morphological characteristics still remains problematic today, in particular due to
high phenotypic plasticity or convergencephenomena. The objective is to characterize
and study the genetic diversity of several species of bryophytes of the genus Riccia,
on both sides of the Mozambique Channel, through an integrative taxonomic
approach. In a first phase, we developed with the morphological data primary
hypotheses for delineating species and in the second part, we tested these hypotheses
bymolecular analyzes based on the adapted genes. The results obtained show, out of
a set of 13 morphologicalhypotheses, 10 groups were confirmed by the ABGD
analysis. We will discuss the congruence of these molecular delineation results with
our morphological hypotheses.

Keywords : Riccia, Marchantiophytes, Ethiopia, Madagascar, molecular
delineation, morphology.

Introduction

Les hépatiques ou Marchantiophytes, cosmopolites, forment la lignée divergeant le
plus précocement chez lesplantes terrestres datant probablement de I'époque du
Silurien (Schljakov, 1972; Schuster, 1984; Kenrick & Crane,1997 ; Qiu et al., 1998;
Wellmann et al.,, 2003 ; Graham et al., 2004, Crandall-Stotler & Stotler, 2000;
Gradstein et al., 2001) avec une monophylie (Lewis et al., 1997 ; Mishler et al., 1994 ;
Capesuis, 1995 ; Goffinet, 2000). Cette divergence morphologique est soutenue par la
plupart des analyses moléculaires en utilisant, par exemple, le génemitochondrial
nda5 (Beckert et al., 1999), mitochondrial 19S ADNr (Duff et Nickrent, 1999), les
genes chloroplastiques (Nishiyama et Kato, 1999) ou des séquences de cpITS
(Samigullin et al., 1998). Le genre Riccia (Ricciaceae ; Marchantiopsida) est
représenté par environ 200 especes au niveau mondial (Wheeler, 2000), dont 88 pour
I'Afrique australe, incluant I'Océan Indien (Wigginton, 2004). Seuls les Riccia
d'Afrique du Nordméditerranéenne (Jovet-Ast, 1986) et d'Afrique du Sud ont été
explorés et décrits assez précisément (Perold, 1996).Les Riccia sont trés diversifiés en
Afrique du Sud (environ 80 espéces) avec un fort taux d’endémisme, rare chez les
bryophytes qui souléve plusieurs questions d’ordre taxonomie ou endémicité en
utilisant les intégratifs actuels de délimitation d’especes (Rabeau, 2019).

Au sein de la systématique, deux grandes taches peuvent étre distingues : la définition
des taxons terminaux c’est-a-dire la délimitation des espéces et la classification de ces
taxons selon un systéme de classification prédéfini (David et Samadi, 2011). La
délimitation des espéces continue d’attirer une attention considérable afin de
délimiter etd’identifier aussi objectivement que possible les taxons au niveau
spécifique (Savage, 1995, Sites et al., 2003 et Wiens, 2007). L’existence d’especes
cryptiques (Pfenninger & Schwenk, 2007) posent des problémes dans les études
écologiques, physiologiques et génétiques (Knowlton, 1993; Bickford et al., 2007;
Pfenninger et Schwenk, 2007; Jackson et al., 2014). Le terme « espéces cryptiques »
désigne deux ou plusieurs espéces qui sont traditionnellement confondues en raison
de leurs morphologies similaires mais
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pour lesquelles des différences génétiques importantes existent et suggerent leur statut
d'espéces distinctes (Saez etlozano, 2005; Bickford et al., 2007). Bien souvent, les
especes cryptiques sont des espéces qui sont, ou ont étéclassées comme une seule
espéce nominale sur la base de critéres morphologiques divergent souvent dans
leurhabitat ou dans leur histoire de vie (Mayr, 1964; Saez et Lozano, 2005 ; Bickford
et al.,, 2007 ; Dourdaine, 2014; Dionne, 2015). Les espéces cryptiques peuvent
correspondre a des espéces apparentées qui se sont différenciées récemment (auquel
cas on pourra les appeler aussi « especes sceurs », du terme anglais sibling species),
mais ce n'estpas nécessairement le cas (Bickford et al., 2007). Les approches
moléculaires de délimitation des espéces se sont développées rapidement au cours des
vingt derniéres années, générant une grande diversité de méthodes et de données. A
I’heure actuelle, on préconise I'utilisation et la comparaison de plusieurs approches
moléculaires (Fontaneto et al., 2015). L’objectif de ce travail est, grace a des
approches morphologiques et moléculaires de proposer des hypothéses d’especes
pour les taxons éthiopiens et malgaches, puis de mettre en évidence les relations
éventuelles entre ces deux flores mal connues et avec la flore africaine déja décrite a
d’une approche moléculaire et morphologique.

Matériels et méthodes

Caractérisation morpho-anatomique du groupe d’étude: Riccia (Ricciaceae,
Marchantiales, Marchantiophyta)

Caractéres communs a tous les Riccia

La morphologie trés constante du thalle se développe en lobes ou rosettes plus ou
moins complétes, une a quatre fois ramifiées dichotomiquement. Le thalle contient
des anthéridies et des archégones en forme de bouteille et acroissance acropétale, puis
un sporogone réduit (sans pédicelle, enfoui dans le thalle) dépourvu de picces
protectrices. La masse sporale entoure le ventre de l'archégone avec une absence
d'oléocorps et d'élatéres (Jovet-Ast, 1987). Chez les Riccia, leur absence est due sans
doute a une perte secondaire, ces caracteres ont eu tendance a se simplifier au cours
de I’évolution des Marchantiidae. On note que l'absence des élatéres associée a
l'enfouissement du sporophyte et a la grande taille des spores, entrainent une
diminution du pouvoir dispersif chez les Riccia.

Des caracteres physiologiques caractérisent les Riccia, notamment la reviviscence du
thalle et la capacité a rester déshydraté notamment sur une longue durée (plusieurs
mois voire des années) (Mac Glime, 2006).

Caracteres différenciant les espéces et/ou groupes d'espéces
Tissu dorsal et pores : formé de cellules disposées en files ménageant entre elles des

canaux filiformes ouverts sur l'extérieur par des perforations souvent triangulaires
apparaissant entre les cellules épidermiques (Riccia congoana, Riccia atropurpurea)
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(Jovet-Ast, 1987). Les Riccia aquatiques ou de vases mouillées en permanence
renferment dans leur tissu dorsalsoit des cavités trés irréguliéres ouvertes largement
sur l'extérieur (section Spongodes) soit des chambresaériféres (lacunes allongées)
s'ouvrant par de simples perforations (pores) ou par des ostioles entourées de petites
cellules bien organisées rappelant des stomates (Riccia fluitans).

Ornementation du thalle : Chez certains Riccia, la face dorsale du thalle peut étre
bordée de cils courts ou longs (Riccia microcilliata). Elle peut porter des papilles surla
marge, au sommet des faces latérales (ex. Riccia papillosa, Riccia atromarginata) ou
en étre couverte (Ricciasection Pilifer).

Les parois des cellules épidermiques et sous-épidermiques peuvent s'épaissir (Riccia
sorocarpa et Riccia sommieri).

Ecailles ventrales : sont parfois bien développées jusqu’a recouvrir les faces dorsales
lorsque le thalle est sec (Riccia lamellosa). Les écailles sont parfois pigmentées en
rose, violet clair, violet noir (Riccia nigrella) ou orangé (R. macrocarpa).

Position de la capsule : Chez les espéces terrestres, la capsule est saillante a la face
dorsale du thalle. Elle se déchirea maturité, abandonnant les spores qui se répandent
sur le sol. Par contre, chez les espéces aquatiques ouhydrophiles, la capsule fait saillie
sur la face ventrale du thalle, se déchire, libére les spores qui s'accumulent sous
lethalle et qui sont emportées par le courant d'eau (Jovet-Ast, 1987).

Caractéres sporaux

Soudure des spores : Les spores se forment au sein d’une tétrade, résultat des
phénomeénes de méiose. En général, elles sont libérées individuellement sauf chez un
petit nombre d'especes, Riccia personii, Riccia curtisii (Jovet-Ast1975a, b). Chez ces
derniéres, elles restent enfermées dans une exine commune a l'ensemble des 4 spores
qui restentsous forme de tétrade. Les spores libres sont considérées comme plus
récentes et plus dérivées que les spores soudées en tétrade (Jovet-Ast, 1999).

Ornementation du sporoderme: La micromorphologie de la surface du sporoderme est
trés variable entre espéces ou groupe d'espéces mais trés constante au sein d'une
méme espéce. Sa description permet de disposer de caractéres solides pour
I'identification des taxons. 7 types principaux d'ornementation ont été décrits dont le
type alvéolé, leplus fréquent. La face distale et, trés souvent, les deux faces sont
ornées d'alvéoles petites ou grandes qui portent (ou non) des tubercules aux angles
des murets, et dont les parois sont lisses ou granuleuses (Riccia trichocarpa, R.
atromarginata, R. sorocarpa).
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Acquisition des données
Echantillonnage

Sites de récoltes : Dans notre présente étude, les échantillons ont été récoltés entre
2011 et 2013 dans deux pays d’Afrique de I’Est et de I'Océan Indien : dans les hauts
plateaux d’Ethiopie (Mont Guna, Vallée du Nil, MontAmbafarit et Abuna Youssef
au Nord et dans les plateaux de Sanetti au Sud) et au Sud-Ouest et au Nord-Est de
Madagascar (Makay et Parc national de Marojejy).
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Figure 1 : Localisation des différents sites de récolte en Ethiopie et en Madagascar

Sélection des spécimens : Les spécimens ont été sélectionnés de maniere a retenir un a
cinq individus de chaque morphotype repéré (selon le nombre disponible). 73
spécimens ont été sélectionnés. Afin de compléter 1’échantillonnage et de tester la
qualit¢t de PADN pour des spécimens plus anciens conservés en herbier, 17
échantillons des collections du MNHN provenant des deux pays ont été ajoutés. Au
total 90 échantillons ont été analysés, extraits et amplifiés.

Identification et préparation des échantillons

Identification des spécimens: Pour ceux qui n'ont pu étre assignés a des espéces
décrites dans les flores, des hypothéses primaires de morpho-espéces regroupant des
individus qui nous semblent morphologiquement similaires ont été proposées. Sur la
base de la
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description morphologique de I'aspect externe du thalle, un tableau des différentes
hypothéses morphologiques rencontrées a été établi. Les caractéres étudiés sont les
suivants : 1) la forme d’insertion du thalle (voir s’il estrosette ou non) ; 2) les formes
des branches(ou ramifications) du thalle : en ovales, en laniéres ou en courtes et
larges.3) La couleur des parties jeunes et agées et de la marge du thalle. 4) Le
recouvrement ou non de la face dorsale du thalle par les flans a sec. 5) L’aspect
externe de la surface du thalle (aspect spongieux ou lisse). 6) L’aspect ventral ou
dorsal de I’écaille recouvrant la marge du thalle s’il est présent et la couleur des
écailles. 7) Présence et I'apparence de la gouttiere. 8) Présence ou absence des cils ou
papilles sur la face externe du thalle ; 9)’ornementation des spores (diamétre, la
structure externe, les motifs de la face proximale et distale et la marquetriradiée soit
forte ou moins forte dans certains cas). Pour compléter le tout un ensemble de séries
d’images a été pris pour chaque espéce sous différents angles (Tableau 1).

Préparation des échantillons : L’échantillon doit étre nettoyé afin de se débarrasser
I’espéce de tous les débris (laterre, les racines et autres espéces collées sur elle,
notamment de nombreuses cyanobactéries) et d’éviter toutecontamination de ’ADN
lors des étapes suivantes. A la fin, les échantillons propres sont mis dans des tubes
Eppendorf et séchés a 65°C dans un étuve afin d’éviter le développement des
champignons sur les échantillons humides surtout.

Extraction de I'ADN: Trois séances d'extraction ont été nécessaires. Le protocole
s’inspire d’une méthode couramment employé chez les plantes (Doyle & Doyle,
1987).

Broyage : Deux billes de tungsténe sont ajoutées dans chaque tube de 2ml, ainsi
qu'une pincée de sable de Fontainebleau a I’aide du tissu Lyser II Qiagen a 30 000
rpm répété 1 a 3 fois.

Extraction : Le DNeasy Plant Mini Kit adapté a de trés faibles quantités de tissus a
été utilisé aprés un traitement préalable de lyse cellulaire, de libération d’ADN et
¢limination des protéines. Ensuite, le protocole est suiviconformément aux
indications du fabricant du DNeasy Plant Mini Kit QIAGEN pour tous les

achplifilatien

Choix des marqueurs : La caractéristique la plus importante d’'un marqueur ADN
approprié est sa variabilité au niveau taxonomique considéré (Fontaneto et al., 2015).
D’autres propriétés doivent étre retenues, notamment la facilité d’amplification,
I'indépendance ou non et la propension d’un marqueur a 1’évolution convergente.
Pour le choix des marqueurs, des essais préliminaires ont étéeffectués sur des
échantillons a partir de 5 marqueurs usuellement utilisés en délimitation moléculaire
des bryophytes(rps4, matK, rbcL, trnL-F, ITS2) (Stech & Quandt, 2010). Le trnL-F
(marqueur chloroplastique) et ITS2 (marqueurnucléaire) sont apparus comme les
plus réguliérement amplifiés.
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Choix des amorces : Une propriété importante d’une amorce est son universalité
(Fontaneto et al., 2015) pour le groupe d’intérét. Ce qui est le cas des amorces
utilisées qui sont variables et universelles au sein des bryophytes. Des amorces trop
spécifiques risqueraient de ne pas amplifier certaines espeéces du genre (Tableau 2).
Pour le géne trnL-F, un couple d'amorce externes cf a été utilisé en premier, puis deux
couples internes (cd et ef) lorsquel’amplification longue était négative (Tableau 2).

Protocole d’ amplification : Les amplifications ont été réalisées dans les thermocycleurs
Eppendorf avec unMix PCR de tampon Taq polymérase, désoxynucléotide
triphosphate (ANTP), diméthyl sulfoxide (DMSO),Bovine Serum Albumin (BSA 0,2
a 0,8ug/ul), les amorces pour le marqueur considéré. Les conditions dePCR
comprenaient une étape de dénaturation initiale de 7 minutes a 94°C, suivi par 40 ou
45 cycles (une minute dedénaturation a 94°C, une minute de I’hybridation a une
température optimale en fonction de I’amorce utilisée, une minute d’¢longation a
72°C) et une derniere étape d’élongation 10 min a 72°C.

Electrophorése : Afin de vérifiersi les amplifications sont potentiellement a séquencer,
les PCR ont été visualisés avec le gel de ’agarose solidifiéavec TAE, de I’agarose et
du Bromure d’Ethidium (BET).

TAE : Tris (2-amino-2- hydroxyméthylpropane-1,3-diol), d’acide  Acétique et acide
Ethylénediaminetétraacétique (GoH;sN,Oy).

Traitement des données

Séquencage - trois plaques sont préparées, la premieére P1 contenant produits PCR
retenues et les plaques P2 et P3 respectivement les amorces Forward et Reverse.

Nettoyage et alignement des séquences : Aprés avoir nettoyé les séquences sur
CodonCode Aligner et alignées viaMEGA version 6 (Tamura ez al, 2013), les
séquences des amorces sont soustraites. L’alignement s’est fait en privilégiant les
transitions aux transversions et les transversions aux gaps en décalant parfois
certaines portions de bases les uns par rapport aux autres afin d'aligner les bases que
nous considérons comme homologues avec le MEGA 6 CLUSTER W (Tamura et
al., 2011).

Analyse des données

La visualisation des morpho-espéces par un arbre de distance s’est faite a I’aide
d’arbres de distances avec le mod¢le Kimura K80 de MEGA 6 (Peterson et al., 2011)
a partir des alignements trnLF et ITS2. Cela permet de vérifier la cohérence des
données : les séquences produisant des longues branches sont inspectées avec une
attention toute particuliére. Les séquences douteuses ont fait systématiquement
I’objet dun blast sur NCBI pour identifier les contaminations environnementales.
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ADN barcoding

L’ADN barcoding demande a poser un seuil a priori de distance nucléotidique en
dessous duquel les spécimens sontconsidérés comme appartenant a la méme espéce et
au-dessus duquel ils sont considérés comme appartenant a des espéces différentes
(variations intraspécifiques et interspécifiques) (Fontaneto et al., 2015 ; Hebert et al.,
2003 ; Vogler et Monaghan, 2007 ; Collins et Cruickshank, 2012). Il permet
I'identification des individus des espéces déjaconnues et la découverte de nouvelles
espeéces pour référencer les bases de données. Ces variations considérent que les
individus d’une espéce donnée présentent plus de ressemblances moléculaires que les
individus d’espéces différentes. En tragant la distribution des distances entre les paires
de séquences dans un ensemble de données, lorsque cette distribution révele une
lacune évidente (appelée Barcode gap), un seuil placé dans cet espace peut Etreutilisé
pour délimiter les espéces (Lefébrune et al., 2006).

Analyse des séquences et partitionnement avec le logiciel ABGD

La méthode, appelée Automatique Barcode Gap Discovery (ABGD) est une méthode
permettant de diviser unensemble de séquences d’un alignement en groupes,
considérés comme des hypothéses moléculaires d’espéces. ABGD autorise un
changement du seuil de délimitation de groupes (Puillandre et al, 2011). Les
parameétres retenus sont P=0.01 et X=0.5 avec P (la distance limite maximale
intraspécifique) et X (la valeur minimale du barcode gap). Le plugin « Species
Delimitation » de Geneious a été utilisé afin d’obtenir des informations de synthése
sur les hypotheses d’especes (groupes ABGD) : distance intraspécifique maximale,
distance interspécifique par rapport au groupe le plus proche monophylie (Puillandre
etal,2011).

Résultats et discussion

Report des hypothéses de morphoespéces sur un arbre de distance: Avec I’arbre
obtenu avec les séquences trnl-Fsans celles de Genbank, on confirme nos groupes
d'hypothéses primaires de morpho-espéces (FIG.1). Pour ce quiest de l'alignement
ITS2, vu le faible nombre de séquences, seuls deux groupes de plus d'un individu ont
pu étre reconnus ((FIG.1). Les échantillons CR13E64, CR13E44 et CR11615 (R. sp a
écailles noires) forment et CR11528 et CR11564 (R. vulcanicola) forment chacun un
clade au sein duquel les distances sont trés proches, R.sp.5 (distance maximale
intraspécifique 0.006 et distance minimale interspécifique 0.027), R. vulcanicola
(distance maximale intra spécifique 0.002 et distance minimale inter spécifique 0.054).
R. atropurpurea forme un clade au niveau de chaque marqueur. Les spécimens
CRI3ES0, CRI3ESI, CRI3ZESS et CRI3ZES7 forment un clade. Ce clade qui est un
peu ¢éloigné (d=0.007) du deuxiéme clade CRI3EIIA et CRI3EI4 qui sont des
échantillons placés dans la méme hypothése. Laplupart des morpho-espéces sont
reconnues par ABGD pour #rnL-F sauf R. congoana qui est partitionné en trois
(groupe 2.8 et 9) (FIG. 3). Pour IT'S2, un certain nombre de morpho-espéces sont
reconnues malgré le faible nombre de séquences obtenues. Cependant le groupe
entour¢ en gris (FIG. 2)

94



montre un mélange de spécimens appartenant a plusieurs morpho-espéeces.

La synthese fournie par le plugin « Species Delimitation » pour #rnL-F indique une
distance interspécifique minimale moyenne d=0.0504 (Tableau 3). Ce tableau n’est
pas présenté pour ITS2, au vu du faible nombre des séquences et d’individus par
groupes.

L’inclusion des séquences GenBank a été effectuée dans un second temps, car le
nombre de spécimens par morpho-espéces devenait si faible que ABGD en général
peut fournir dans ce cas des hypothéses biaisées (Puillandre ez al.,2011). Nous avons
di modifier les paramétres de P et choisir P=0.05 afin de retrouver les groupes
délimités préalablement ainsi que les spécimens identifiés sur GenBank comme des
morpho-especes différentes. L’intérét de cette derni¢re analyse est de confronter les
séquences de spécimens identifiés avec les spécimens éthiopiens etmalgaches de notre
étude. Seul R. lamellosa montre une distance génétique faible (distance intra
spécifique=0.002)avec CRI13E25B, permettant de confirmer l'appartenance a la
méme espéce de ces deux spécimens. Les autres spécimens inclus sont soit dans des
groupes indépendant, soit regroupés au sein d’un méme groupe (groupe 4 :groupe de
R. section pilifer).

(TAETSY Riccia sp2

Réultats PABGD 22 |

—— g Riccia section pilifer

——t Riccia sp2 B
———=& Riccia congoana
Riccia section pilifer CRI3EST
Riccia section pilifer CRIZESD
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Figure 2 : Cladogramme issu de I’analyse des séquences TrnL-F (A) et ITS2 (B) (test
Neighbor-Joining). Les couleurs (bleu ou rouge) désignent les hypothéses
morphologiques (morpho-espéces) élaborées lors de la phase d’identification des
échantillons
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Figure 3 : Hypothéses de délimitations produits par ABGD pour trnL-F avec les
paramétres Pmin= 0.001 ; Pmax=0.01, X (relatifs gaps with)=0.5, step=10 et le
modele Kimura 80 (K80). Chaque groupe ABGD est colori¢ dans une couleur
spécifique.
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Figure 4: Hypothéses primaires moléculaires produit par ABGD pour ITS2 avec les
paramétres Pmin= 0,001; Pmax=0,01, X (relatifs gaps width)= 0,5; Step=10 et
Kimura (K80) TS/TV

Tableau 3 : les distances inter et intra spécifique entre les morpho-espéces les plus
proches

Discussion

Cette étude nous permet de proposer 9 hypothéses secondaires d'espeéces, confirmées
par la morpho-anatomie et ladélimitation moléculaire d'espéce par un géne
chloroplastique #rnLF et nucléaire ITS2 : R. spl, R sp2, R sp3, R sp4, R sp5, R
atropurpurea, R. fluitans, R. microcilliata et R. vulcanicola.

Cependant, les incongruences notées pour R. congoana (3 groupes ABGD avec
trnLF, R. section pilifer, R. lamellosa (séquences identiques pour ITS2 avec R. sp6)
ne suffisent pas a éliminer définitivement ces especes. En effet, pour R. section pilifer
et R. lamellosa il y a concordance entre trnLF et la morphoespéce (soutenue par la
séquence GenBank pour R. lamellosa.). 11 est probable que : (1) le faible nombre de
spécimens en ITS2 ait pu entrainer un biais pour le groupe; (2) ou plus probablement
qu'il y ait eu des erreurs de séquencage des deux spécimens CRIZE25B et CRIZE22.
La séparation morphologique est donc loin d’étre parfaite, ce qui n’estcependant pas
étonnant pour des especes cryptiques (Duminil & Di Michele, 2009). De plus, ’ajout
de d’autrescaractéres morphologiques aurait pu permettre une meilleure séparation
(Duminil & Di Michele, 2009; Allaer, 2017). D’apres les résultats de I’analyse, il n’y a
aucune congruence (correspondance) entre les hypothéses demorpho-espéces récoltés
entre les deux lieux d’études de part et d’autre du canal du Mozambique, a savoir a
Madagascar et Ethiopie. Par contre, on note des espéces communes entre I’Ethiopie
et les especes africaines continentales comme R. vulcanicola ou R. lamellosa qui a déja
été décrites (Parolly et al., 2018). Pour Madagascar il y a aussi correspondance entre
des especes étudiées et des espéces déja décrites en zone continentale africaine (R.
atropurpurea, R. congoana, R. microciliata) méme parfois européenne (R. fluitans).
Riccia spl, R.sp2, R. sp4, R. sp5et R. sp6 n’ont pas pu €tre identifiées nécessitant une
étude plus approfondie : especes déja décrites ou nouvellesespéces pour la science.
Comparé aux échantillons de GBIF, cinq espéces ont été identifiés commune aux
récoltes réalisées au Madagascar.

Nos résultats soulignent en particulier la sensibilité de la méthode a la présence
d’événements de spéciation récents, via des taux de spéciation (irréaliste) élevés ou un
grand nombre d’espéces (Puillandre ez al., 2011). Ils mettent en avant la diversité des
Riccia. Les séquences de trnL-F présentent une certaine divergence avec les s€quences
déposées sur NCBI (sauf R. lamellosa), ce qui révele que toutes nos séquences
appartiennent a des espéces pas encore séquencées ou pas encore déposés. ABGD
détecte I’écart des barcodes qu’il utilise pour la partition des données. Pour que cet
écart soit le plus correct possible, le nombre de spécimens par échantillons doit étre
au moins supérieur a 3 (Puillandre e? al., 2011).

97



Cette méthode est fourni un grand nombre de caractéres moléculaires pris en compte
(contrairement a la morphologie) pour aider a la délimitation des especes. Ceci
présenterait 1’avantage majeur, de mettre en évidence des especes cryptiques,
morphologiquement indifférenciées mais reproductivement isolées trés communes
dans certains groupes taxonomiques. De plus, la grande plasticité phénotypique des
caractéres morphologiques a I'intérieur d’une méme espéce peut parfois causer des
erreurs dans I'identification des espéces (Vermeij, 1982 ; Palumbi, 1984 ; Russell, 1996
; Fowler-Walker et al., 2006 ; Leliaert et al., 2009, Okassa Oyieyi, 2010). Elle donne
aussi la possibilité d’identifier les stades immatures, qu’il est impossible de distinguer
dans de nombreux groupes uniquement sur la base d’observations morphologiques.
Le barcode moléculaire présente 1’avantage d’assigner un individu a une espece
donnée quel que soit son stade de développement, étant donné que les séquences
d’ADN d’unindividu sont identiques a tous ses stades de développement (Stoeckle,
2003 ; Blaxter, 2004 ; Hebert et al., 2004b ; Paquin et Hedin, 2004 ; Barret et Hebert,
2005 ; Miller et al., 2005 ; Thomas et al., 2005 ; Vences et al., 2005a, b ; Ahrens et al.,
2007). Dans un contexte de déclin accéléré de la biodiversité (Blackmore, 2002 ;
Gewin, 2002 ; Mallet et Willmott, 2003 ; Wilson, 2003 ; Wheeler et al., 2004). En
considérant la disparition rapide des habitats, particuliérement dans les régions
tropicales, les scientifiques ont estimé que pres de 20 % de la biodiversité aura
disparue au milieu du 21¢éme siécle avec une connaissance faible de 10 % des especes
vivantes (Blaxter, 2004) sur 10 et 15 millions (Wilson, 2003). 11 est donc indispensable
dans ce contexte de préserver l’expertise taxonomique encore eXxistante et de
perfectionner (démocratiser) les méthodes d’identification du vivant afin de faciliter
etaccélérer ce décompte. Dans ce contexte, le barcode moléculaire a été proposé
comme une méthode d’identification plus accessible et plus rapide que le diagnostic
morphologique (Hebert et al., 2004a,b ; Barrett et Hebert, 2005 ; Hajibabaei et al.,
2006a,b ; Evans et al., 2007 ; Linares et al., 2009). Elle nécessiterait en effet une
expertise moinsimportante dans la mesure ou les bases de données associant
séquences d’ADN et noms d’espéces seraient correctement construites (Sperling, 2003
; Moritz et Cicero, 2004 ; Will et Rubinoff, 2004 ; Hajibabaei et al., 2006b ; Scheffer
et al., 2006 ; Okassa, 2010).

Les approches pour délimiter les espéces a 1'aide de données moléculaires (Sites et
Marshall, 2004) vont de l'utilisation de caractéres diagnostiques ou de combinaisons
de caractéres aux méthodes de distance, aux approches coalescentes (par exemple, les
modeles de Yule de croissance de la lignée stochastique de Pons et al. 2006) et
auxtests de rapport de vraisemblance (Matz et Nielsen, 2005). Les approches
statistiques pour délimiter les espéces sontaussi variées et controversées que les
concepts et critéres d'especes eux-mémes (Sites et Marshall, 2004 ; Nielsen et Matz,
2006 ; Zhang et al., 2008, Bond et Stockman, 2008, Goldstein et DeSalle, 2010).
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Conclusion

Cette étude a pour objectif est de caractériser et d’étudier la diversité génétique de
plusieurs espéces de bryophytes du genre Riccia, de part et d’autre du canal du
Mozambique, par une approche de taxonomie intégrative. C’est une approche de
I’étude diversité méconnue des hépatiques a thalles complexes du genre Riccia des
zones tropicales, un groupe trés diversifié et présentent un fort taux d’endémisme,
rare chez les bryophytes. Les résultats obtenus montrent, sur un ensemble de 13
hypothéses morphologiques, 10 groupes ont été confirmés par I’analyse ’ABGD.Ces
résultats soulignent en particulier la sensibilit¢ de la méthode a la présence
d’événements de spéciation récents et au nombre de caractéres moléculaires pris en
compte pour aider a la délimitation des espéces. L’apport des données
morphologiques des hypothéses primaires de délimitation d’especes et des analyses
moléculaires préservent l'expertise taxonomique encore existante et assurent le
perfectionnement des méthodes d’identification du vivant. Les différents résultats
obtenus au cours de cette étude permettent non seulement d’enrichir
notreconnaissance de la biodiversit¢, mais aussi de fournir ¢galement une matiere
indispensable pour analyser desprocessus qui sont a ’origine de cette biodiversité. La
méthode d’ABGD est rapide, ¢’est une méthode simple pour diviser un ensemble de
séquences en espéces moléculaires qui doivent étre complétées par d’autres éléments
depreuve dans une approche intégrative taxonomique. Un effort d’échantillonnage
est nécessaire dans d’autres paysd’Afrique continentale et les pays de I’Océan indien
et une comparaison avec des échantillons des herbiers pour apporter plus
d’éclaircissement.
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Annexes
. Pays . : .
Noms Scientifiques dorigi Coordonnées Date de récolte Herbiers
origine
Riccia fluitans L. 18.4S, 46.6E 1998 Aout
Riccia fluitans L. 14.58, 48.7E 1990 Mars
Riccia atropurpurea Sim 16.55, 49.8E 1990 Mars
Riccia fluitans L. 24.5S,47.2E 1988 Mars
Riccia fluitans L. 12.55,49.2E 1987 Mai
Riccia congoana Steph. 19.28, 48.6E 1970 Novembre
— Bryophyte
Riccia congoana Steph. 21.28,474E 1963 Novembre :
=— 2 Madagascar specimens at TAN
Riccia atropurpurea Sim 21.25,474E 1959 Mars Hefbait
Riccia fluitans L. 22.68,44.2E 1956 Avril
Riccia fluitans L. 22.78, 44.2E 1956 Novembre
Riccia congoana Steph. 20.4S,47.2E
Riccia atropurpurea Sim 22.35,46.9E 2004 Juillet
Riccia microciliata <
O.H.Volk & Perold 21.38, 47.4E 2002 Décembre
Riccia papillispora Steph. 8.6N, 39.6E Geneva Herbarium
Riccia laxisquamata Ethiopie — General
Stephani S Collection (G)

Tableau 1 : Liste des échantillons de bryophytes dans la base de données de GBIF
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Géne Région Séquence Taq Tm
Primer F Primer R

tral of COAAATTGGTAGACGCTACG ATTTGAACTGGTGACACGAG  TagPol 55 -54.1°

tral. od chloroplastique  COAAATTGGTAGACGCTGCG  GGTTCAAGTCCCTCYAYCC TagPol 55 -54.1°

trnl eff GGTTCAAGTCCCTOCACCCC  ATTTGAACTGGTGACACGAG  TagPol 55°-58,1°

ITs2 58F &

25R MNucléaire GCAACGATGAACGCAGC TCCTCCGCTTAGTGATATGC  (QbioTag 58° - 59.6°

Tableau 3 : Couples d'amorces utilisés.

110



