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Instructions a ’intention des auteurs

Les manuscrits inédits, rédigés en francais et dactylographiés avec double interligne,
doivent étre remis au président du comité de lecture (Michel Aragno, Institut de botanique,
Chantemerle 22, CH-2007 Neuchitel, Suisse) jusqu’au 31 janvier pour paraitre dans le Bulletin
de I’année. Ils seront présentés dans leur rédaction définitive, préts a I’'impression. Les auteurs
utilisant un traitement de texte peuvent remettre, avec leur manuscrit, une disquette de 3,5 ou
5,25 pouces en précisant le type de logiciel. Les frais résultant de modifications apportées en
cours de composition sont a la charge des auteurs.

Il est recommandé de rédiger trois résumés (en francais, en allemand et en anglais), donnant
P’essentiel des résultats.

Les auteurs recevront au moins une épreuve. Les corrections d’auteur sont a leur charge.

(Pour la participation éventuelle aux frais de publication, voir deuxiéme page de couver-
ture du Bulletin.)

1. Manuscrits

Titres: En cas de nombreux titres ou sous-titres d’importances diverses, indiguer leur
hiérarchie par des couleurs.

Mots latins: Ils doivent &tre en italique dans le texte imprimé (p. ex. Scilla bifolia) et seront
soulignés une fois dans le manuscrit dactylographié.

Noms d’auteurs: Ils doivent &tre composés en petites capitales s’il s’agit d’une citation
(p. ex. LINNE et seront soulignés deux fois dans le manuscrit dactylographié. Quand plus de
deux ou trois auteurs signent un travail, le nom du premier est suivi de la mention «et al.»
(p. ex. CORT, W. et al.). Cette remarque n’est pas valable pour la bibliographie.

Si, au contraire, le nom d’auteur est associé 4 celui d’un taxon, il s’écrit en romain et ne doit
pas &tre souligné (p. ex. Scilla Linné); il est recommandé, dans ce cas, de I’abréger, en se con-
formant aux abréviations usuelles (p. ex. Scifla L.).

Titres d’ouvrages ou d’articles: Ils seront placés entre guillemets.

Titres de revues et de journaux (publications réguliéres): Ils seront composés en italique
(p. ex. Bulletin de la Société neuchdteloise des Sciences naturelles, Journal suisse d’horlogerie).

Numérotation des figures et des planches dans le texte: Entre parenthéses et en chiffres
arabes pour les figures (fig. 12, 13a), en chiffres romains pour les planches (pl. 111, fig. 5).
Dans le texte courant, les mots «figure» et «planche» ne sont pas abrégés.

Abréviations et symboles usuels: On recommande de faire usage des suivants:

a) Abréviations (suivies d’un point)

vol. = volume fig. = figure
t. = tome pl. = planche
p. = page (pp. = pages) chap. = chapitre
Bull. Soc, rneuchdtel. Sci. nat.
b) Symboles (non suivis d’un point)
m = métre (432,5 m) kg = kilogramme
cm = centimeétre (15,2 cm) mg = milligramme
mm = millimétre (0,65 mm) g = microgramme (et non y)
[ m = micrométre, ou micron h = heure
(etnonp)lum = 10"%m mn = minute
nm = nanomeétre (et non my) s = seconde (20 h 12 mn 18 s)
Inmm = 10-°m
km = kilométre (618500 km) °C ou °K = degré Celsius ou Kelvin
1 = litre (2,5 1) (15 °C, -217,3 °C, 279,09 °K)
ml = millilitre ler, 2¢ = premier, deuxiéme
u1 = microlitre N SE W = points cardinaux
g = gramme (3,45 g) NE SSW = (ni trait d’union, ni espace)

¢) Coordonnées géographiques: les valeurs indiquant la longitude (ou la latitude) et la
distance sont séparées par un espace (ni point, ni virgule).
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Renvois a la bibliographie: LINNE (1758) ou (LINNE 1758) ou encore (1758, p. 43). Des
indicatifs en italique et mis entre parenthéses (72) peuvent &tre utilisés; ils seront soulignés
une fois dans le manuscrit dactylographié.

Bibliographie: A établir par ordre alphabétique des noms d’auteurs et selon les modéles
suivants:

BOSC, L. A. G. — (1802). Histoire naturelle des Vers, contenant leur description et leurs
meeurs. 324 pp., pl. 1-10, Paris.

DIESING, K. M. — (1850). Systema Helminthum. 1: XIII + 679 pp., Vindobonae.
— (1851). Ibid. 2: VI + 588 pp., Vindobonae.

— (1855a). Sechzehn Gattungen von Binnenwiirmern und ihre Arten. Denkschr. Akad. Wiss.
Wien 9 (1): 171-185, pl. 1-6.
— (1855b). Neunzehn Arten von Trematoden. Ibid. 10 (1): 59-70, pl. 1-3.

FUHRMANN, O. — (1934). Un Cestode aberrant. Bull. Soc. Neuchdtel. Sci. Nat. 58: 197-
120, 12 fig.

GOTO, S. et OZAKI, Y. — (1930). Brief notes on new Tremadotes. II1. Japon J. Zool. 3:
73-82, 7 fig.

1 BIDAL, P. et DE RHAM, G. — (1947). Les formes différentielles harmoniques. Comm.
Math, Helv. 19: 1-49,

2 DUBOIS, P., COR, P. et COLIN, R. — (1947). Manuel des plastiques. Paris (Presses
documentaires).

3 NEWTON, T. D. — (1953). Canad. J. Phys. 34: 804.

Ainsi, dans une série d’articles du méme auteur, le nom de celui-ci n’est pas répété, mais
remplacé chaque fois par un filet. Si deux articles consécutifs ont été publiés dans la méme
revue, le nom de celle-ci ne sera pas répété, mais remplacé par Ibid.

En cas d’indicatifs utilisés dans le texte, ceux-ci figureront en italique devant les noms
d’auteurs; ils seront soulignés une fois dans le manuscrit dactylographié.

2. Hllustrations

Procédés: Les dessins aux traits (& I’encre de Chine) sont reproduits en offset. Les photo-
graphies, qui nécessitent des similigravures (autotypies), constituent des planches hors-texte.

Réductions: L’exécution d’un dessin doit tenir compte de la réduction qu’il subira lors de
la confection du film positif offset, (Des détails trop fins se perdent; des traits ou des points
trop serrés produisent des empitements.)

Les réductions les plus courantes sont de moitié ou de deux tiers de I’original. Il est recom-
mandé de grouper en un seul film positif offset les dessins se rapportant au méme objet; dans
ce cas chaque figure portera son numeéro.

Les figures ou groupes de figures ne peuvent dépasser la justification: 18 cm en hauteur,
11,2 cm en largeur (Iégendes comprises).

La largeur maximum des figures «habillables» est de 7 cm.

Les photographies gagnent a &tre trés peu réduites: les originaux ne dépasseront donc pas
la justification indiquée ci-dessus.

Légendes: Elles seront réunies a la fin du texte dactylographié.



PRIX DE LA SOCIETE NEUCHATELOISE
DES SCIENCES NATURELLES

(Ancien Prix quinquennal)

REGLEMENT
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CHARACTERIZATION AND FOLLOW-UP OF
THE IgG ANTIBODY RESPONSE AGAINST
BORRELIA BURGDORFERI USING WESTERN
BLOT IN A SEROPOSITIVE (ELISA) POPULATION
FROM AN ENDEMIC AREA

by

LISE GERN, SUZANNE LEUBA-GARCIA AND ELLEN FROSSARD
WITH 4 FIGURES

INTRODUCTION

Since the identification of Borrelia burgdorferi as the causative agent of
Lyme borreliosis in the United States and Europe (BURGDORFER ef al.
1982), the number of clinical and pathological reports of this disease con-
tinues to increase. The criteria for diagnosis of Lyme borreliosis are not
clearly defined and are complicated by the fact that culture or direct visuali-
zation of spirochetes are often unsuccessful. Hence serological testing has
been the only practical laboratory aid in diagnosis.

In a prospective study done in 1986 (GERN et al. 1989), we studied a rural
population from the Swiss Plateau (Aarberg), an endemic area, showing no
signs of Lyme borreliosis but presenting a high percentage (26.6%) of
persons with IgG antibodies (ELISA) against B. burgdorferi. These results
prompted us to test this population using Western blot and to continue this
study by following the seropositive persons. This paper describes the sero-
logical and clinical follow-up of some of these individuals using ELISA and
Western blot techniques.

MATERIALS AND METHODS

Studied populations. A rural population frequently exposed to tick bites
(n = 491) from an endemic area was examined on hospital admission in
1986 (GERN et al. 1989). The only condition for inclusion in the study was
that active Lyme borreliosis was not suspected and was not diagnosed
during hospitalization. Of the patients examined, 131 had IgG antibodies
against B. burgdorferi detected by ELISA (GERN et al. 1989). To obtain a
better indication on the frequency of the different proteins of B. burgdorferi
reacting with the sera from asymptomatic seropositive individuals, 61 sera
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collected in 1986 were tested by Western blot. Thirty four of these
individuals were reexamined in 1989 using ELISA and Western blot. In
1989, each person was asked about possible manifestations of Lyme bor-
reliosis during the last 3 years.

A control population (blood donors; n = 84) from a non endemic area,
where 1. ricinus ticks are absent, was investigated by Western blot and
ELISA.

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay. The ELISA sonicate antigen
(strain B31) was prepared as described by Russell ef al. (1984). The ELISA
was done as previously described (FAHRER et al. 1991). Briefly, microtitre
plates (Dynatech, USA) were coated overnight at 4°C with 50 pl of sonicate
antigen diluted in 0.1 M carbonate buffer (pH 9.6). The optimal coating
concentration was 6.5 pg of protein/ml. All serum samples were tested in
duplicate at a dilution of 1/200. Antibody-antigen reactions were visualized
with peroxidase conjugated goat anti-human IgG (GaHu/IgG (Fc)/PO
Nordic) and ortho-phenyldiamine as substrate. In each assay, a negative
serum and a strongly positive one (diluted 6 times from 1:300 to 1:9600)
were included. The curve derived from the results with the positive serum
was used as reference. The optical density (OD) of each serum sample was
compared with the positive control curve and the result was expressed as the
logarithm of the dilution (log dil) of the positive serum corresponding to this
OD. The positive cut-off level for IgG antibodies was defined as a log dil of
< 3.74 which corresponded to 2 standard deviations below the mean log dil
of 51 sera of people living at high altitude, in a non endemic area. At this
cut-off level, the specificity of the test is 96 % if we exclude other spirochetes
like leptospires and treponemes, and the sensitivity of the serologic test
varied from 26 % to 100% depending on clinical manifestations in cases of
definite Lyme borreliosis (GERN 1991; FAHRER ef al. 1991).

Immunoblot. B. burgdorferi strain B31 was used for antigen preparation.
BSK II medium containing 10® organisms was centrifuged at 17,000 x g for
30 min and washed 3 times in PBS with 5§ mM MgCl,.6H,0. The final
pellet was resuspended (1:2) in sample buffer containing Tris HCI 0,5M,
12.5% Glycerol, 4% sodium dodecyl sulfate, 10% mercaptoethanol and
0.1% bromophenol blue. A 12,5% polyacrylamide gel (12 cm plate,
0.80 mm gel thickness; 30.0:0,8 acrylamide:bisacrylamide) was used to
separate 12 pg of spirochetal protein per lane. A current of 20 mA was
applied for 30 min. (concentration gel) followed by 30 mA for 1 hour 30
(separation gel). Proteins were electrophoretically transferred from the gel
to nitrocellulose paper (NC-0.2 pm) using a current of 0.8 mA/cm? of gel
for 1 hour. After transfer, the paper was cut into strips and the blots were
blocked by immersion in tris-buffered saline (TBS; pH 7.5) (Tris-HCI 1M,
NaCl 5M) with 5% fatfree milk (TSM) for 2 hours 30 and then were washed
three times with TBS (pH 7.5) at room temperature.

The blocked strips were incubated individually with patient sera diluted
1:200 in TSM (pH 7.5) and left overnight at room temperature with gentle
agitation. After three washings, strips were incubated in horseradish perox-
idase conjugated goat anti-human IgG (Nordic; diluted 1:1000 in TSM).
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Bands were visualized with 4-chloro-1-naphtol (Fluka) for 3-5 min. Finally,
all strips were washed with distilled water. All visible bands were counted,
irrespective of their intensity. All immunoblots were read by one of the
authors (SLG). Low molecular weight standards of 14.4-97.4 kDa (Biod-
Rad) were used for size estimation of the bands.

The specificity of the Western blot test was assessed using sera from
3 patients with leptospirosis, 13 with syphilis, 2 with pneumonia, 5 with
bacterial intestinal diseases and 5 patients with Tick Borne Encephalitis.
The cross-reactive antigens were the 41 kDa and 66 kDa proteins which
appeared respectively in 22/28 (11/13 syphilis) and 11/28 sera. No proteins
with a molecular weight <41 kDa reacted in the Western blot of these indi-
viduals.

The 34 sera from 1986 and 1989 were tested simultaneously in the same
immunoblot and the same ELISA assay.

Statistical analysis. Statistical analysis of paired data (1986-1989) were
performed using Student’s T-test.

RESULTS

Control population. All individuals (n = 84) of the control population
were seronegative when tested by ELISA. When tested by Western blot,
7 sera showed no bands, 15 demonstrated traces of reaction with the 41 kDa
flagellar protein and 62 had weak reactions with mainly 2, sometimes
3 bands of 41, 66 and 97 kDa.

Frequency of responses to antigenic components of B. burgdorferi in the
asymptomatic population. The frequency of responses to antigenic com-
ponents of B. burgdorferi of the 61 tested sera are shown in Fig. 1. These
sera reacted with as many as 37 distinct proteins. The most frequent
reactions were observed with proteins 41, 97, 66, 80/81, 32, 31 and 22 kDa
(listed in order of frequency). Four sera did not react with the 41 kDa
protein but two of them reacted with the highly specific proteins OspA and
pC and one reacted with the 39 kDa and OspA. The sera reacted with a mean
of 7.1 bands (3.2 bands <41 kDa and 3.9 bands >41 kDa). A minimum of
2 bands was observed in the immunoblot pattern of 60/61 individuals (98 %)
and of 5 bands in 45/61 (74%). Of the sera tested 35/61 (57 %) reacted with
a band corresponding to a 41 kDa protein and at least one band corre-
sponding to low proteins of 18, 21.5 or 23 kDa.

Follow-up 1986-1989. ELISA. Serum antibody titers of the 34 studied
individuals are shown in Fig. 2. All had positive IgG titers in 1986, and
26 were positive in 1989, The eight negative individuals showed a log dil
value above the 3.74 cut-off value, but only four of them demonstrated a
significant decrease in antibody titer (FAHRER ef al. 1991). In contrast, a
significant increase in titer was observed for three individuals.

Immunoblot. The evolution, between 1986 and 1989, of the number of
bands observed in the Western blot of the 34 subjects is presented in Fig. 3
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Fig. 1. Frequency of antigenic proteins of Borrelia burgdorferi (B31) detected in Western Blot
of sera from 61 asymptomatic persons (indicated in %). The abscissa represents the mo-
lecular weights (kDa) of the proteins detected in the Western Blot and the ordinate the
percentage of Western Blot in which the proteins reacted.
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Fig. 2. Plot of IgG ELISA tests for anti-Borrelia burgdorferi antibodies in serum samples from
34 asymptomatic individuals, obtained in 1986 and 1989. Cut-off level for a positive ELISA
is log. dilution <3.74.

M : Sera positive in 1986 and negative in 1989, presenting an increase in log.dil of at least
0.40

A : Sera positive in 1986 and negative in 1989, presenting an increase in log.dil of less than
0.40 (not relevant)

* : Sera presenting a relevant antibody concentration increase.
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Fig. 3. Plot of the number of Borrelia burgdorferi proteins detected by Western Blot in the sera
of 34 asymptomatic persons in 1986 and 1989. Note that 2 sera presented no reaction in 1986
and a reaction against 2 proteins in 1989; and 2 sera presented a reaction against 3 proteins
in 1986 and against 2 in 1989.

and representative immunoblots are shown in Figure 4. IgG bound to as
many as 22 distinct proteins in 1986 and 24 in 1989. The sera reacted with a
mean number of 7.37 bands in 1986 (3.48 < 41 kDa; 3.88 > 41 kDa) and
7.57 bands in 1989 (3.17 <41 kDa and 4.4 > 41 kDa). No statistical
difference was detected in either the number of reacting proteins during the
follow-up (p =0.768) or in the number of reacting proteins having
molecular weight <41 kDa (p = 0.411) or >41 kDa (p = 0.188).

Nevertheless, the number of reacting proteins decreased in two cases
from 13 and 10 proteins to 3 and 5, respectively, and increased in two other
cases from 3 to 10 and from 4 to 9 proteins.

The most commonly recognized polypeptide was the 41 kDa flagellin
antigen but many samples reacted with other proteins, frequently those with
molecular weight of 97, 66, 80/81, 31 (OspA) and 22 kDa (presented in
order of frequency). Counting all bands, a minimum of 2 bands was recog-
nized by 91 % of the sera in 1986 and in 1989, 5 bands by 69% in 1986 and
63% in 1989 and 15 bands by 9% in 1986 and 11 % in 1989.
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Fig._4. Representative immunoblots (Borrelia burgdorferi, strain B31) of 9 asymptomatic indi-
viduals. Molecular weights (kDa) of some proteins are indicated on the left.

None of the 34 individuals available for the follow-up reported any
clinical manifestations compatible with Lyme borreliosis during the 1986-
1989 period.

DISCUSSION

The association of B. burgdorferi with Lyme borreliosis was first revealed
by serology (BURGDORFER et al. 1982). Since that time, this disease has
been diagnosed in laboratories by detection of specific antibodies to the
spirochete, mainly by immunofluorescence or ELISA. Western blot has
previously been evaluated for serodiagnosis and found to be more sensitive
and specific than ELISA (GRODZICKI and STEERE, 1988; KARLSSON ef al.
1989) and therefore has been proposed as a confirmation test of specific
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antibodies (GRODZICKI and STEERE, 1988, ZOLLER ef al. 1991). The defi-
nition of positivity of Western blot has been discussed in many papers
(GRODZICKI and STEERE, 1988, FISTER ef al. 1989, KARLSSON ef al. 1989,
KARLSSON 1990, MAGNARELLI ef al. 1989, NADAL et al. 1989, OLSSON et
al. 1991, ZOLLER et al. 1991). Recommendations were given to consider a
Western blot positive if at least 2 to 5 bands were detected (KARLSSON ef al.
1989, OLSSON et al. 1991, ZOLLER et al. 1991). KARLSSON ef al. (1989) con-
sidered an immunoblot as positive if containing a band to a 41 kDa and at
least one band corresponding to low molecular weight proteins of 18, 21.5
or 23 kDa and ZOLLER ef al. (1991) observed the best specificity and sensi-
tivity if at least 5 bands were present and a specificity of 97 % if reactions
with the 94 kDa, 73 kDa, 30 kDa and 21 kDa were observed.

In this study, the more frequent bands appearing in immunoblots were
41, 97, 66, 80/81, 32, 31 and 22 kDa. The flagellar 41 kDa band was the
most frequent band observed. Reaction against this protein has been
reported as being cross reactive with other spirochetes and bacteria, and also
as being the first one appearing in B. burgdorferi infection (GASSMANN ef
al. 1989, LUFT et al. 1989). This cross reactivity was also observed when we
assessed the specificity of our test. Proteins from 66 to 73 kDa were found
to possess homologies to a heat shock protein by Luft ef al. (results
presented at the VI International Conference on Lyme Borreliosis in 1990,
in Stockholm) and this could explain its high frequency and weak speci-
ficity. In this study, four groups of antigens within the range of 90 kDa, 80,
30 and 20 were frequent, they probably correspond to the proteins described
by Zoller et al. (1991) as presenting the best specificity.

Interestingly, reactions against polypeptides of 30 kDa range (OspA)
were frequent in the sera examined. The difference observed concerning the
frequency of OspA in the immunoblot pattern of our samples with the
results obtained by other European researchers (ZOLLER ef al. 1991) could
be due to the distribution of the different antigenic strains in this area (HU
et al. in prep) or to the quantity of antigenic stimulation (e.g. numerous tick
bites) among the studied population.

The present study shows that in the 1989 follow-up, of 34 seropositive but
asymptomatic individuals identified in 1986 (GERN ef al. 1989), none
reported clinical manifestation of Lyme borreliosis. Four individuals
became seronegative whereas three individuals presented an increase in
antibody titre. A significant difference was noticed in the number of
proteins recognized by Western blot during this follow-up, in four cases
only. This phenomenon, that qualitative immunoblot band patterns do not
change, even after successful treatment of Lyme borreliosis, has already
been described (ZOLLER et al. 1989). The observed difference between both
tests (ELISA and Western blot) is probably due to the different sensitivities
of the tests, the difference in antigen preparation, and the fact that Western
blot was not quantitative.

Actually, some studies, in an endemic area or in populations at risk,
indicate that most infections with B. burgdorferi remain inapparent and
lead to a high prevalence of specific antibodies (FAHRER et al. 1991, GERN
et al. 1989, GERN et al. 1991, SATZ ef al. 1988). This situation considerably
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increases the difficulty of making a diagnosis of active disease using sero-
logical tests. We applied the Western blot testing to the asymptomatic popu-
lation in this study, because this technique allows the visualization of a
specific antibody response directed against the different polypeptides of the
spirochete. As shown here, Western blot (IgG) gives no further definite
information on the activity of the disease if compared with the diagnostic
criteria described in other studies concerning patients with active disease
(unpublished data; GRODZICKI and STEERE, 1988; FISTER ef al. 1989;
KARLSSON et al. 1989; KARLSSON 1990; MAGNARELLI ef al. 1989; NADAL
et al. 1989; OLSSON et al. 1991; ZOLLER et al. 1991). Hence Western blot
(IgGQ) is of little help in diagnosing Lyme borreliosis, in populations at risk
and in endemic areas where seropositivity against B. burgdorferi is frequent.
An IgG seropositivity detected by ELISA and/or by immunoblot, in this
context, is mainly a sign of previous exposure to infectious tick bites. An
immunoblot analysis of two successive serum samples might help to
determine if a patient has an active disease or not. Detection of specific IgM
may be another method of diagnosing active Lyme borreliosis, especially if
IgM-capture ELISA is used (BERARDI ef al. 1988, HANSEN ef al. 1991).
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Summary

In 1986, we investigated the immune response to Borrelia burgdorferi of sero-
positive (ELISA) asymptomatic individuals (» = 61) from an endemic area using
Western blot. The sera reacted with as many as 37 distinct proteins of the spirochete.
A minimum of 2 proteins was observed in the Western blot of sera of 60/61 indi-
viduals (98 %) and of 5in 45/61 (74%). The most frequent proteins in the immuno-
blots were the 41, 97, 66, 80/81, 32, 31 and 22 kDa (listed in order of frequency).

The evolution of positive serological responses to Borrelia burgdorferi, detected
by ELISA and Western blot, was followed over 3 years in 34/61 of these asympto-
matic persons. During the follow-up, 8 of 34 persons had a decrease in IgG titers
(ELISA) and the other 26 did not. In contrast, a significant increase in titer was
observed for three individuals. The number of proteins in IgG Western blot
increased in two cases (3 to 10; 4 to 9) and decreased in two other cases (13 to 3 and
10 to 5). It is concluded that Western blot is difficult to use for routine diagnosis of
active disease in endemic areas or in populations at risk.
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Résumé

Nous avons caractérisé et suivi la réponse immune contre Borrelia burgdorferi,
I’agent de la borréliose de Lyme, chez une population asymptomatique séropositive
provenant d’une région endémique (Aarberg, Suisse) pendant une période de 3 ans
(1986-1989). En 1986, les sera testés en Western Blot (n = 61) ont réagi avec 37
protéines différentes. Une réaction avec au minimum 2 protéines a pu étre observée
chez 60/61 individus (98 %) et avec 5 protéines chez 45/61 (74 %). Les bandes antigé-
niques apparaissant le plus fréquemment présentaient des poids moléculaires de 41,
97, 66, 80/81, 32, 31 et 22kDa (présentées dans 1’ordre de leur fréquence d’appa-
rition).

En 1989, 34/61 personnes ayant déja participé a I’étude en 1986 ont pu &tre
retestées. Une diminution du titre d’anticorps IgG (ELISA) a été observée chez 8
personnes €t une augmentation du titre chez 3. Le nombre de protéines ayant réagi
en Western blot (IgG) a augmenté dans 2 cas (3 4 10 protéines et de 4 4 9) et diminué
dans 2 autres cas (de 13 a 3 protéines et de 10 & 5). Ces résultats montrent que I’utili-
sation et ’interprétation du Western blot, pour diagnostiquer une borréliose de
Lyme en zone endémique, peuvent poser quelques problémes.

REFERENCES

BERARDI, V.P., WEEKS, K.E. and STEERE, A.C. — (1988). Serodiagnosis of
early Lyme disease: analysis of IgM and IgG antibody responses by using an
antibody-capture enzyme immunoassay. J. Inf. Dis. 158: 754-760.

BURGDORFER, W., BARBOUR, A.G., HAYES, S.F., BENACH, J.L., GRUN-
WALDT, E. and DAVIS, J.P. — (1982). Lyme Disease — a tick-borne spiroche-
tosis? Science, 216: 1317-1319.

FAHRER, H., VAN DER LINDEN, S.J., SAUVAIN, M.J., GERN, L., ZHIOUA,
E. and AESCHLIMANN, A. — (1991). The prevalence and incidence of clinical
and asymptomatic Lyme borreliosis in a population at risk. J. Infect. Dis. 163:
305-310.

FISTER, R.D., WEYMOUTH, L.A., McLAUGHLIN, J.C., RYAN, R.W. and
TILTON, R.C. — (1989). Comparative evaluation of three products for the
detection of Borrelia burgdorferi antibody in human serum. J. Clin. Microbiol.
27: 2834-2837.

GASSMANN, G.S., DEUTZMANN, R., VOGT, A. and GOBEL, U.B. — (1989).
N-terminal amino acid sequence of the Borrelia burgdorferi flagellin. FEMS
Microbiol. Lett. 51: 101-105.

GERN, L. — (1991). La borréliose de Lyme en Suisse. Savoir faire concorder
diagnostic sérologique et signes cliniques. Gazette médicale 7: 649-651.

GERN, L., FROSSARD, E., WALTER, A. and AESCHLIMANN, A. — (1989).
Presence of antibodies against Borrelia burgdorferi in a population of the Swiss
Plateau. Zentralbl. Bakt. Hyg. Suppl. 18: 321-328.

GERN, L., de MARVAL, F. and AESCHLIMANN, A. — (1991). Comparative
considerations on the epidemiology of Lyme borreliosis and tick-borne encepha-

litis in Switzerland. In Modern Acarology, eds F. Dusbabek and V. Buska.
Academia Prague and SPB Academic Publishing, The Hague 1: 249-254.



— 14 —

GRODZICKI, R.L. and STEERE, A.C. — (1988). Comparison of immunoblotting
and indirect enzyme-linked immunosorbent assay using different antigen prepara-
tions for diagnosing early Lyme disease. J. Infect. Dis. 157: 790-797.

HANSEN, K., PII, K. and LEBECH, A.M. — (1991). Improved immunoglobulin M
serodiagnosis in Lyme borreliosis by using a u-capture enzyme-linked immuno-
sorbent assay with biotinylated Borrelia burgdorferi flagella. J. Clin. Microbiol.
29: 166-173.

KARLSSON, M., MOLLEGARD, I., STIERNSTEDT, G. and WRETLIND, B. —
(1989). Comparison of Western Blot and enzyme-linked immuno-sorbent assay
for diagnosis of Lyme borreliosis. Eur. J. Clin. Microbiol. Inf. Dis. 8: 871-877.

KARLSSON, M. — (1990). Western immunoblot and flagellum enzyme linked
immunosorbent assay for serodiagnosis of Lyme borreliosis. J. Clin. Microbiol.
28: 2148-2150.

LUFT, B., JIANG, W., DATTWYLER, R.J. and GOREVIC, P.D. — (1989).
Biochemical and immunological characterization of the surface proteins of
Borrelia burgdorferi. Inf. Imm. 57: 3637-3645.

MAGNARELLI, L.A., ANDERSON, J.F. and BARBOUR, A.G. — (1989).
Enzyme linked immunosorbent assays for Lyme disease: reactivity of subunits of
Borrelia burgdorferi. J. Inf. Dis. 159: 43-49.

NADAL, D., TAVERNA, C. and WITZIG, W.H. — (1989). Immunoblot analysis
of antibody binding to polypeptides of Borrelia burgdorferi in children with
different clinical manifestations of Lyme disease. Pediat. Res. 26: 377-382.

OLSSON, I., von STEDINGK, L.V., HANSON, H.S., von STEDINGK, M.,
ASBRINK, E. and HOVMARK, A. — (1991). Comparison of four different sero-
logical methods for detection of antibodies to Borrelia burgdorferi in Erythema
Migrans. Acta Dermatol. Venereol. 71: 127-133.

RUSSELL, H., SAMPSON, J.S., SCHMID, G.P., WILKINSON, H.W. and
PLIKAYTIS, B. — (1984). Enzyme-linked immunosorbent assay and immuno-
fluorescence for Lyme disease. J. Inf. Dis. 149: 465-470.

SATZ, N., ACKERMANN, A., GERN, L., AESCHLIMANN, A. OTT, A. and
KNOBLAUCH M. — (1988). Zur Ep1dem1010gle der Infektlon mit Borrelia burg-
dorferi. Schw. Med. Wschr. 118: 422-426.

ZOLLER, L., HAUDE, M., HASSLER, D., BURKARD, S. and SONNTAG,
H.G. — (1989). Spontaneous and post-treatment antibody kinetics in late Lyme
borreliosis. Serodiag. Immunother. Inf. Dis. 3: 345-353.

ZOLLER, L., BURKARD, S. and SCHAFER, H. — (1991). Validity of Western
immunoblot band patterns in serodiagnosis of Lyme borreliosis. J. Clin.
Microbiol. 29: 174-182.

Adresses des auteurs:

Lise Gern et Suzanne Leuba-Garcia, Université de Neuchétel, Chantemerle 22, CH-2000
Neuchaitel, Suisse.

Ellen Frossard, Dilholzliweg 18, CH-3000 Bern, Suisse.



PERITROPHIC MEMBRANE ATROPHY IN ENGORGED NYMPHAL 1. RICINUS

A PRELIMINARY OBSERVATION ON THE
PERITROPHIC MEMBRANE ATROPHY IN
ENGORGED NYMPHAL IXODES RICINUS
(ACARI: IXODIDAE) USING LIGHT AND
ELECTRON MICROSCOPES

by

ZHENQIN ZHU, LISE GERN AND ANDRE AESCHLIMANN
WITH 4 FIGURES

INTRODUCTION

A peritrophic membrane (PM) has been described in the midgut lumen of
all three developmental stages of Ixodes dammini and I. ricinus (RUD-
ZINSKA et al. 1982; ZHU et al. 1991). It is a transient branched tube-like
structure produced after blood-feeding stimulation and covers the whole
midgut contents. The occurrence time of the PM in 1. dammini and I. ricinus
(RUDZINSKA ef al. 1982; ZHU et al. 1991), its morphological changes in
I. ricinus during and after blood-feeding (ZHU et al. 1991) and its time of
disappearance in molting larval 1. dammini (RUDZINSKA et al. 1982) have
been investigated. However, the atrophy and/or disintegration of the PM
in replete ticks have never been reported before. As vectors of diverse
diseases, I. dammini and 1. ricinus transmit numerous pathogenic microor-
ganisms to man and animals. Findings involving the atrophy and/or disin-
tegration of the PM may shed some light on the evaluation of the behaviour
of the microorganisms contained within endoperitrophic space, including
Borrelia burgdorferi (Spirochaetales: Spirochaetaceae), the causative agent
of Lyme borreliosis, which had been demonstrated in the endoperitrophic
space in the midgut lumen of blood-feeding I. dammini and I. ricinus
nymphs (ZUNG et al. 1989; N. LEBET unpublished data). The purpose of
this study was to observe the morphological process of the PM atrophy in
replete nymphal 1. ricinus.

MATERIALS AND METHODS

Nymphal 1. ricinus were collected by flagging vegetation in a forest near
Neuchdtel, Switzerland in May, 1990. Collected ticks were fed on unin-
fected New Zealand white rabbits (GRAF 1978). Replete nymphs were kept



at 20-22°C and in a saturated humidity condition. Alternate periods of
16 hours of light and 8 of darkness were maintained. Ticks were sampled at
day 15 (n = 15) and 21 (n = 9) after repletion and longitudinally halved in
phosphate buffered saline (pH 7.35). Halved ticks were fixed in freshly
prepared Karnovsky’s fixative (KARNOVSKY 1965) at 4°C overnight and
processed for transmission electron microscopy (TEM) (AGBEDE et al.
1986; ZHU ef al. 1991). Spurr’s (Electron Microscopy Sciences Fort Wash-
ington, PA)-embedded halved ticks were sectioned transversally. Both semi-
thin and ultra-thin sections were made with an ultra microtome (Reichert-
Jung Ultracut E, Reichert-Jung Optische Werke Ag Austria). Semi-thin
sections were stained with toluidine blue and observed with an Olympus
Vanox-S (OLYMPUS OPTICAL CO., LTD) optical microscope (OM).
Ultra-thin sections were first stained with uranyl acetate and then with lead
citrate and examined with a Philips EM 201 electron microscope. For the
control of the molting duration, replete nymphs (n = 26) were also main-
tained until they molted to adults.

RESULTS
The molting period of the examined nymphs

All nymphs kept as controls molted to adults at day 36-43 after repletion.
Thus, the nymphs examined at day 15 and 21 after repletion were in the early
middle to middle pre-molting period. OM and TEM observations showed
that in nymphs examined at day 15 after repletion, the detachment of the
hypodermis from the old cuticle had taken place, in varying degrees, at the
anterior part of the ticks. In nymphs examined at day 21 after repletion,
the hypodermis had completely separated from the old cuticle. Thus, the
apolysis (JENKIN and HINTON 1966) of the examined nymphs had begun or
finished and the ticks were in the nymph-pharate adult transition phase.

The distribution and morphology of the PM in nymphs examined
at day 15 after repletion

A PM was present in the midgut lumen of each of the 15 nymphs
examined at day 15 after repletion. The development of the PM was not syn-
chronous among the examined nymphs. Based on the appearance and the
distribution of the PM, 3 situations (I-III) were recognized:

I): In two of the 15 nymphs, a thick, winding and multi-layered PM
similar to that previously described in molting nymphs sampled at day 14
after repletion (ZHU ef al. 1991), was seen throughout the midgut lumen.
That is to say, the PM was still situated quite close to the midgut epithelial
cell surface and the endoperitrophic space remained very wide. Its electron
density was obviously lower than that of the endo- and ectoperitrophic
spaces.

IT): In 3 nymphs, a PM was detected in the lumen of the stomach and in
the basal parts of the midgut diverticula (fig. 1). A considerable length of
the terminal diverticular lumen was free of the PM. Disintegration was not
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Fig. 1. Peritrophic membrane in the stomach lumen of a nymph examined at day 15 after
repletion (the second situation). The peritrophic membrane consists of two layers: an almost
non-rippled outer layer (0PML) and a greatly folded inner one (iPML). The inner endoperi-
trophic space (iIEDPS) enclosed by the iPML has largely decreased. The folds of the iPML
is still distinguishable and remain un-disintegrated. The outer endoperitrophic spaces
(oEDPS) between the oPML and the iPML can still be recognized. Note that half of the
stomach wall had been removed during dissection. ETPS ectoperitrophic space; H
hemocoel; M Malpighian tubule; O ovarian primordium; W wall of the stomach. Optical
micrograph, Toluidine blue, Bar = 100 pm.

found at the distal part of the diverticular branches of the PM. The terminal
midgut diverticula were devoid of a histologically visible lumen which was
completely closed with the enlarged epithelial cells (TILL 1961).

In histological sections, the PM was found to consist of two morphologi-
cally different layers: a nearly non-rippled outer PM layer, and a highly
rippled and greatly folded inner one (fig. 1). The occurrence of the outer PM
layer had led to the presence of a space between the inner and outer PM
layers. For the convenience of description, this space is tentatively named
the outer endoperitrophic space and the space enclosed by the inner PM
layer the inner endoperitrophic space (fig. 1).

The inner endoperitrophic space enveloped by the highly rippled and
folded inner PM layer had largely decreased in volume but was still recog-
nizable in histological sections (fig. 1). The folds of the inner PM layer
remained still distinguishable, and showed an un-disintegrated appearance
(fig. 1). Both the outer and the inner PM layer were found to be multi-
layered by TEM. The electron density of both the ectoperitrophic space and
the outer endoperitrophic space was identical, but it was obviously lower
than that of the inner endoperitrophic space. The outer PM layer and the
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Fig. 2. Semi-thin section crossing the anterior part of a nymph examined at day 15 after
repletion (the third situation), showing a large peritrophic membrane mass in the stomach
lumen. The large mass consists of several small masses and is enclosed within a common
outer peritrophic membrane layer (coPML). Each small mass itself is surrounded with a
relatively thin outer peritrophic membrane layer (0PML). The inner peritrophic membrane
layer (iPML) is extremely folded. Note that half of the gut wall had been removed during
dissection. H hemocoel; HS hypodermal sac of the genital organ; L lumen of the stomach;
T testicular primordium; W wall of the stomach. Optical micrograph, Toluidine blue, Bar
= 50 pm.

folded inner PM layer showed a higher electron density than the inner
endoperitrophic space, and particularly than the outer endoperitrophic
space and the ectoperitrophic space.

III): In the remaining 10 ticks, a PM was only found in the stomach
lumen (figs. 2-3). In the transversal histological sections, it appeared to be
a large mass consisting of a surrounding common outer PM layer and
several small PM masses (fig. 2). Each of these small masses was enclosed
with a relatively thin outer PM layer (fig. 2). In these small masses, the inner
PM layer was so greatly folded and so densely distributed that the spaces
enclosed by inner PM layer (belonging to the inner endoperitrophic space)
and those between the outer and the inner PM layers (belonging to the outer
endoperitrophic space) were hard to be recognized in the histological
sections (fig. 2). However, by TEM, they could still be distinguished from
each other and the inner endoperitrophic space was represented by nu-
merous very narrow spaces between the folds of the inner PM layer (fig. 3).
The electron density of these spaces was obviously lower than that of the
greatly folded inner PM layer and particularly than that of the outer PM



Fig. 3. Ultra-thin section showing the greatly folded inner peritrophic membrane layer iPML),
and the multi-layered outer (0PML) and common peritrophic membrane (coPML) layers in
anymph examined at day 15 after repletion (the third situation). Note that several B. burg-
dorferi are situated in a narrow inner endoperitrophic space iIEDPS). The iEDPS shows a
lower electron density than the iPML, oPML and coPML. B B. burgdorferi. Transmission
electron micrograph, Bar = 1 pm.

layer and the common outer PM layer (fig. 3). TEM observation also
showed that the common outer PM layer, the outer PM layer and the inner
PM layer had a multi-layered appearance (fig. 3). Although the PM had
completely changed its appearance, it seemed to be still un-disintegrated
(figs. 2-3).

The distribution and morphology of the PM in nymphs examined
at day 21 after repletion

The development of the PM was also not synchronous among the
9 nymphs examined at day 21 after repletion. According to the presence
or absence of a PM, two additional situations (IV-V) were distinguished:

IV): In 3 of the 9 nymphs, the lumen of the stomach was still quite large,
though most part of the diverticula lumen was not detectable in the semi-
thin sections by OM. A disintegrating PM mass was observed in the stomach
lumen (fig. 4). The commom outer PM layer was still very prominent, but
the enclosed contents appeared to be homogeneous, that is to say, the con-



Fig. 4. Semi-thin section traversing the anterior part of a nymph examined at day 21 after
repletion (the fourth situation), demonstrating a disintegrating peritrophic membrane mass
(arrowhead) in the stomach lumen. Note that the common outer peritrophic membrane
layer (coPML) is still prominent but the enclosed content shows a homogeneous appearance
(big arrow). The diverticula (D) lack a visible lumen and the hypodermis (HD) has totally
separated from the old cuticle (C). H hemocoel; L lumen of the stomach; M Malpighan
tubule; T testicular primordium; W wall of the stomach. Optical micrograph, Toluidine
blue, Bar = 100 pm.

tained small PM masses present in the nymphs belonging to the third situ-
ation, were no longer distinguishable (fig. 4).

V): In the remaining 6 ticks, most part of the midgut lumen was com-
pletely enclosed with the enlarged epithelial cells (TILL 1961; BALASHOV
1968). TEM observation showed no PM in these ticks.

DISCUSSION

The present study reveals that, under our experimental conditions, during
the early middle to middle pre-molting period, the PM of nymphal 1. ricinus
undergoes a rapid atrophy process, though this phenomenon is not syn-
chronous among the ticks examined. This period corresponds to the tran-
sition phase from nymph into pharate adult. The temperature and the day-
time have an important influence on the molting duration of the nymphal
I ricinus (KAHL et al. 1990). The molting duration is variable among nymphal
1. dammini under the same laboratory conditions (PIESMAN et al. 1990). A
PM was reported in a nymphal I. ricinus examined at day 30 after repletion,
though it had become thick, winding and multi-layered (ZHU ef al. 1991).
Moreover, in our present investigation the PM of most molting nymphs
examined at day 21 after repletion has completely disappeared. This
developmental delay may be mainly due to the relatively low temperature
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(18-20°C) (ZHU et al. 1991) and a relatively short-day condition (alternate
periods of 10.5 hours of light and 13.5 of darkness) applied to the ex-
periments but not mentioned in the resultant publication (ZHU et al. 1991).
In addition, ticks used in the previous study were from a laboratory strain,
while nymphs for the present experiments were captured in nature. This may
also be responsible for the different molting durations.

The authors’ previous study has demonstrated that after repletion the PM
in nymphal I. ricinus becomes thicker and thicker, increasingly winding and
multi-layered (ZHU ef al. 1991). Simultaneously, the distance between the
PM and the midgut epithelium increases continuously (ZHU ef al. 1991).
The present investigations show that these morphological changes of the
PM are greatly accelerated during early middle to middle pre-molting
period. At the same time, the PM disappears gradually from the terminal
parts of the midgut diverticula towards stomach. Thus, it appears that the
PM atrophy begins soon after repletion, but only during early middle to
middle pre-molting period, when nymphs begin to enter their pharate stage
of adult, does a rapid atrophy process of the PM occur. The fate of the PM
in diapausing nymphs (KAHL et al. 1990) deserves to be investigated.

The observation that in the majority of the nymphs examined at day 15
after repletion, the PM was only present in the stomach lumen and had
become a large mass (figs. 2-3) suggests that the PM might be able to
contract itself towards stomach during its rapid atrophy.

Only 3 of the 9 nymphs examined at day 21 after repletion possessed a
PM, and the PM was restricted in the stomach lumen and displayed a disin-
tegrating appearance. Furthermore, disintegrating PM was not found in any
other ticks. These results suggest that the PM in repleted I. ricinus nymphs
might finally disintegrate and disappear in the stomach lumen at the
beginning of their pharate adult phase. However, the possibility that the
atrophying PM disintegrates and disappears gradually from the terminal
ends of its diverticular branches towards the stomach lumen should not be
excluded, since the real extremity of the diverticular PM branches in the
nymphs belonging to the second situation was difficult to be detected.
Further investigation is needed to elucidate the concrete morphological and
biochemical process of the PM disintegration.

We observed that in the nymphs pertaining to the second situation, the
electron density of the outer endoperitrophic space was identical to that of
the ectoperitrophic space, but lower than that of the inner endoperitrophic
space. In addition, the outer PM layer was found to be nearly non-rippled,
while the enclosed inner PM layer was greatly folded. These findings suggest
that the outer PM layer may be secreted during the rapid shrinkage and
folding of the inner PM layer which represents the PM produced before
rapid atrophy. The presence of a thick common outer PM layer surrounding
the whole large PM mass in the nymphs belonging to the third situation,
provides an additional evidence for the secretion of the PM materials even
after the PM had become restricted in the stomach lumen. The multi-layered
appearance of both the outer PM layer and the common outer PM layer
(figs. 2-3) implicates that these secretions might be intermittent.
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We have found a large number of B. burgdorferi, most of which are
atypical forms including gemmae, imprisoned in the greatly reduced inner
endoperitrophic space in systemically infected molting nymphal I. ricinus
examined at day 15 after repletion (the third situation) (fig. 3) (ZHU et al.
1992). The relationship between the atrophy and disintegration of the PM
and the behaviour of B. burgdorferi enveloped in the endoperitrophic space
will be reported in another paper.
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Summary

Although the peritrophic membrane atrophy in nymphal /. ricinus begins soon
after tick repletion, only during early middle to middle pre-molting period, cor-
responding to the nymph-pharate adult transition phase, does the peritrophic
membrane undergo a rapid atrophy process. When this rapid process begins, the
tube-like peritrophic membrane becomes more infolded and shrinks rapidly and the
endoperitrophic space rapidly decreases in volume. At the same time, the peritrophic
membrane disappears gradually from the terminal parts of the diverticular lumen
towards the stomach. In the majority of the nymphs examined at day 15 after
repletion, it is only found in the stomach lumen and appears to be a large mass
packed with membranous folds. The endoperitrophic space in these ticks is enor-
mously reduced and is represented by numerous narrow spaces between the peri-
trophic membrane folds. The peritrophic membrane has completely disappeared in
most ticks examined at day 21 after repletion.

Key-words: Peritrophic membrane atrophy, Molting nymphs, Ixodes ricinus,
Borrelia burgdorferi, Light and electron microscopy.

Résumé

Bien que I’atrophie de la membrane péritrophique débute peu apres le repas
sanguin chez les nymphes d’/. ricinus, ce n’est que pendant la période précédant
directement la mue conduisant au stade adulte que la membrane péritrophique subit
une rapide atrophie. Celle-ci se manifeste par un rétrécissement et un plissement de
la membrane péritrophique et ’espace endopéritrophique diminue de volume. En
méme temps, la membrane péritrophique disparait graduellement des extrémités des
diverticules intestinaux pour se concentrer dans ’estomac. Dans la majorité des
nymphes examinées 15 jours aprés le repas sanguin, elle n’est visible que dans la
lumiére de ’estomac ou elle apparait comme une large masse remplie par les plis
membranaires. L’espace endopéritrophique chez ces tiques est alors énormément
réduit et se limite aux petits espaces situés entre les plis de la membrane péritro-
phique. Chez la plupart des tiques examinées 21 jours aprés le repas sanguin, la
membrane péritrophique a complétement disparu.
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Mots-clés: Atrophie de la membrane péritrophique, Nymphes en train de muer,
Ixodes ricinus, Borrelia burgdorferi, Microscope optique et électronique.
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INTRODUCTION

Maculinea nausithous (Bergstr.) est une espéce caractéristique des prairies
humides a Sanguisorba officinalis, I’unique plante-héte de sa chenille. De
telles prairies, généralement peu ou pas engraissées et extensivement
exploitées, se sont fortement raréfiées en Europe avec I’intensification de
I’agriculture, I’abandon progressif de ’exploitation des prés a litiére et le
drainage des zones humides. Ce papillon est ainsi menacé partout en Europe
(HEATH 1981), y compris en Suisse (GONSETH 1987) et figure parmi les
espéces d’invertébrés incluses dans 1’annexe II de la Convention de Berne
(que la Suisse a ratifiée). La découverte de stations a Maculinea nausithous
dans une région donnée est importante, car elle doit déboucher, ne serait-ce
que par respect des engagements pris, sur la définition de mesures efficaces
devant assurer le maintien de ses populations.

Les résultats présentés sont le reflet partiel d’une étude effectuée dans
plus de 700 stations du Jura suisse, canton de Neuchatel, entre 1984 et 1990
(GONSETH 1991).

ESQUISSE BIOLOGIQUE
Concernant le papillon

Maculinea nausithous est une des rares espéces de papillon de la faune
suisse dont les chenilles ont un régime alimentaire xénophage (changement
brusque de régime alimentaire au sein d’un méme stade de développement).

! Cet article fait partie de la thése de 1’auteur (projet FNRS, 3.269-0.85.
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Si, jusqu’a leur troisiéme mue larvaire, ses chenilles se nourrissent des
boutons floraux de Sanguisorba officinalis (régime phyto-spermophage,
monophagie stricte), elles terminent leur développement dans une fourmi-
liére, aux dépens du couvain de leur hote: Myrmica laevinodis Nylander
(= Myrmica rubra nomen nudum, voir KUTTER 1977, p. 42). A l’inverse
d’autres espéces du genre Maculinea, dont le régime alimentaire est iden-
tique, plusieurs chenilles de ce papillon peuvent se développer simulta-
nément dans la méme fourmiliére (THOMAS 1984, LSPN 1987).

Les imagos, sédentaires, forment de petites populations isolées confinées
sur des surfaces parfois trés réduites. Ils passent la totalité de leur vie aux
abords immédiats de leur lieu d’émergence et/ou de ponte. Ils sont nectari-
vores et monophages (THOMAS 1984, LSPN 1987, GONSETH 1992) et se
reposent systématiquement, par mauvais temps par exemple, sur la plante-
hote de leurs chenilles. Cette particularité comportementale facilite
d’ailleurs I’étude de leur distribution dans une région donnée. Les adultes
éclosent entre la fin du mois de juin et le début du mois d’aofit selon
I’altitude, les males quelques jours avant les femelles. Ils peuvent vivre
jusqu’a un mois. Leurs milieux de prédilection sont les prairies humides a
végétation luxuriante abritant de nombreux nids de leur fourmi-hote. En
Suisse, ’espéce a surtout été signalée au versant nord des Alpes, sur le
Plateau et dans le Jura entre 350 et 1000 m d’altitude (max. 1600 m). Malgré
les recherches effectuées par de nombreux entomologistes jurassiens, les
populations de M. nausithous que nous avons découvertes sont les seules qui
ont été signalées dans le Jura central (canton du Jura, Jura bernois et Jura
neuchatelois). Les populations non neuchateloises les plus proches sont
situées sur la rive sud du lac de Neuchéatel (MULHAUSER 1991).

Concernant la fourmi

Myrmica laevinodis est une espéce qui se développe essentiellement dans
les milieux humides a sol lourd, peu perméable. Elle semble toutefois éviter
les zones périodiquement inondées de ses milieux de prédilection (THOMAS
1984). Sa fourmiliére est souvent creusée dans le sol, de préférence sous une
pierre, mais est parfois aménagée dans du bois en voie de décomposition.
Ses colonies sont généralement riches en individus et nombreuses. Si elle
supporte mal le fauchage régulier des milieux qui I’abritent, leur abandon
total se traduit par une régression progressive du nombre de fourmiliéres
(THOMAS 1984). M. laevinodis est largement répandue en Suisse jusqu’aux
altitudes les plus élevées (KUTTER 1977).

Concernant la plante-hdte

Sanguisorba officinalis est généralement associée aux sols basiques (HESS
& LANDOLT 1970). Bien qu’hygrophile (indicatrice de sols & humidité
variable), elle peut toutefois coloniser des milieux a sol relativement sec et
est ainsi parfois associée a certaines espéces mésophiles des pelouses maigres
(Mesobromion). Elle colonise préférentiellement les prairies a litiére
(Molinion) et les bas-marais alcalins (Caricion davallianae), mais peut aussi
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se retrouver en contact direct de Mégaphorbiées (Filipendulion) ou dans des
paturages humides légérement engraissés. Elle ne supporte pas I’amen-
dement et I’exploitation intensive des surfaces qui ’abritent (un fauchage
régulier et pluriannuel se traduit par la diminution de la taille des plants
présents, par une diminution progressive du nombre de pousses floriféres,
puis par la disparition totale de la plante; cf. THOMAS 1984 notamment).
S. officinalis est largement distribuée en Suisse, surtout sur calcaire
(WELTEN 1982) et est relativement fréquente de 1’étage collinéen a subalpin
(HESS & LANDOLT 1970).

METHODE

Les nombres d’imagos indiqués dans le tableau 1 (colonne ind) sont basés
sur des comptages directs effectués lors d’un seul passage. Dans les milieux
de structure linéaire, ces comptages ont été faits par le biais d’un itinéraire
rectiligne; dans les milieux recouvrant une certaine surface, ils ont été
effectués par le biais d’un itinéraire en zigzag (10 m d’espacement entre
chaque ligne paralléle du parcours). Les milieux inventoriés ayant généra-
lement une taille réduite, le temps passé dans chacun d’eux a oscillé entre 15’
et 60’. Si les chiffres obtenus par cette méthode d’échantillonnage ne
permettent pas d’évaluer P’effectif réel des populations présentes (une
méthode de capture/recapture devrait €tre adoptée pour le faire), ils
permettent toutefois une comparaison des différentes stations étudiées.

Les visites des milieux potentiels ont été réalisées aussi bien par temps
couvert (imagos immobiles sur les inflorescences de la Sanguisorbe) que par
beau temps. Le choix des stations a été effectué sur la base des indications
fournies par les photos aériennes et par les cartes topographiques (1:25 000)
du canton de Neuchatel. La plupart des milieux cités ont été découverts en
aolit 1988, lors d’une recherche spécifique de Maculinea nausithous. Le
maintien des populations découvertes a été confirmé lors de relevés complé-
mentaires effectués en 1989 et 1990.

Les études autécologiques faites sur cette espéce soulignant son extréme
sédentarité, nous avons assimilé a une station chaque milieu abritant 1 ou
plusieurs papillons adultes et séparé de son plus proche voisin par une
prairie de fauche, une prairie artificielle ou une culture intensive, par un
obstacle important (forét, agglomération), ou par une distance de plus de
100 m.

Le nombre de pieds de Sanguisorba officinalis par station a été évalué par
comptage de tous les plants fleuris. Les variables suivantes ont été retenues
pour décrire les milieux:

— localisation géographique, longueur, largeur, pente, altitude et expo-
sition

— type de végétation dominante

— absence ou présence d’une zone tampon avec les milieux voisins

— type d’entretien ou d’exploitation déterminé de visu



TABLEAU 1: Caractéristiques des stations étudiées

S

parc |sppap dmsp|ind |Ingt srftot |lgztp|Ingso srisso i/aso :sao.vmo mo\am_ug ztpd _ Irgg Irgd |Milieu |MV1 MV2 |C1% C2% C3% C4% C5% X%
161* 6/ 1200/ 28 120 530 0/ 120 530 5.3 7 talus  |route patp.
6" 18| 675| 22| 165 2900 45 225/ 9.8 talus route patp.
329 4 20| 9| 200 320 O 8 138 65 45 120 0.87 ﬁ 1.6 talus  |patp. cult.
340 9| 375 33 2317 720 4.6 _ pathu |patp. patp.
330 14| 150| 25 10075 772| 32 | pathu |patp. patp.
336 18| 325/ 13 21375 600 2.2 r pfhu pfau. canal
197*|  1]1080 12 1375 1375/ 0.9 1! | othu  |cult cult
211 14 30, 5 5075 1394| 0.4 o.oL m pathu |patp. canal
209, 1| 50 3 9300 1724/ 0.2 025 ﬂ pathu  |patp. canal
212/ 18| 150/ 20 2950 1407, 1.4 0.5 _ phu  |pfau. pfau.
205 8 75 3 900 100, 3 6 0.6 4 phu  [for. for.
195* 1| 450, 12| 222 598 0| 221 300, 4 54| 959 m.mﬁ 0 0 13 1t4|canals [patp. cult. | 99 0 0 0 0 10
201 1| 325 24 960 1344| 420, 362 254, 94 25| 516 2! 0.8 w_ 04 t/canal s |pfau. pfau. 0 3 13 37 20 0
203" 11 575/ 22/1000 2400/1580| 187 mmi 9.8 22| 231 1 2 15/ 12 12/canalm|phu. chem| 5 0 5 60 13 17
206 1| 250, 7| 284 1022 384 168 307 2.3 25|228 o.u‘ 1 m.ﬂ_ 21 1.5/canals |cult. cult. 0 76 0 0 0 24
200 1) 200[ 19| 670 2010 440/ 191 319 6 2822 07 0 1.3/ 12 18/canals |cult patp.| 0 28 22 38 0 12
193* 12400 14/ 188 713] 0 90 198 7.1 7.4/166 08 O 0 16 22/canals pfau. pfau.| 29 71 0 0 0 0
202* 1| 500/ 5| 350 1456| 500, 47 75 6.7 1.4/102 1.4 1 1 1.6 1.6|canals |cult. cult. 0 0 11 8 0 0
210 7. 20/ 10 139 1251 0 139 417 24 7.2 80 0.2| oi 9/canal m |canal patp. 0 0O 0 100 0 0
199 1| 425/ 7| 200 6200 O 39 57 12 35 57 ; 0 om 1.8 1.3|canals |cult. cult. 5 0 0 8 0 6
208" 2/1000| 10/ 170 629/ 170 12 20| 50 59/ 12 06, 15 0 1.7  2|canal |pfau. cult. 0 0 0100 0 0
196 1| 450 1| 75 667/ 150, 50 75 30 o.;m 5.5 L 15 7.4|canalm|cult. chem| 50 0 0 5 0 0
207 1| 300/ 1| 140 476 280 67 114 8 0.8 05 05 1.7 1.7/canals |cult. cult 0100 0 0 0 0
198 1| 300 1| 240 616/ 260, 14 24 14 06 03 08 09 17|canali |patp. cult 0 50 0 5 0 0
194 1] 2000 1, 95 218/ 105 5 6 13 m.m% 7 A: 1.2|canalm|cult. parc| 50 50 0 0 0 0
204 7| 850 1 1250 1250 10 0.01 W phu for. cult.
192| 1 350 1| 82 123 20 30| 17 057 A 15  |talus |pfau. route




TABLEAU 1
parc = numéro de la station; les stations avec astérisque sont considérées comme isolées
sppap = nombre total d’espéces de papillons observées dans la station
dmsp = distance (m) a la plus proche station principale
ind = nombre de papillons observés
Ingt = longueur totale (m) du canal/talus
srftot = surface totale de la station
Igzp = longueur (m) de zone tampon (2 rives confondues)
Ingso = longueur (m) des trongons a S. officinalis (2 rives confondues)
srfsso = surface (m?) avec S. officinalis
i/a = nombre de papillons par are avec S. officinalis
i/hmC = par hectométre de canal
PSo = nombre de pieds de S. officinalis répertoriés
So/m? = par m?
ztpg = longueur (m) de la zone tampon, rive gauche
ztpd = de la rive droite
Irgg = largeur de la rive gauche
Irgd = de la rive droite
Milieu = péithu = piturage humide; pfhu = pré de fauche humide; phu = prairie humide;

canal s = partie supérieure d’un canal; m = partie centrale d’un canal; i = partie
inférieure d’un canal

MV1/MV2 = Milieux voisins; chem = chemin; pitp = paturage permanent; pfau =
prairie de fauche; cult. = culture intensive; for = massif boisé

C1-C5 = catégories de rive (voir fig. 1) en % de la longueur des rives (= 2 X Ingt)

X% = rive de nature différente a I’une ou ’autre des catégories définies.

MILIEUX INVENTORIES ET DISTRIBUTION DE L’ESPECE

Compte tenu des premiéres observations faites sur cette espéce (2 talus et
un canal de drainage), 83 km de rives de cours d’eau et 74 milieux humides
répartis entre 430 et 1100 m d’altitude sur I’ensemble du canton ont été
inventoriés entre 1986 et 1990.

Maculinea nausithous a été observé sur 5 km de rives (dont 1,7 km
présentent des peuplements denses de S. officinalis) et dans 10 milieux
humides. La totalité des 27 stations découvertes sont réparties dans une
région géographiquement limitée. Elles sont confinées dans 18 carrés kilo-
métriques (surface cantonale: 796 km?) et la moyenne de la distance entre
les plus proches stations prises 2 & 2 est de 425 m (écart type: 486 m; cf.
tableau 1). En outre, la distance séparant les 2 stations les plus éloignées est
d’environ 8 km.

Nous avons postulé que la découverte d’un seul papillon dans un milieu
donn¢ (station secondaire) était due a la présence fortuite d’un individu issu
de populations voisines plus importantes (stations principales). Les
distances moyenne, minimale et maximale séparant les stations secondaires
et principales les plus proches étant respectivement de 325, 200 et 450 m, de
rares adultes pourraient s’éloigner de plus de 400 m de leur lieu d’émer-
gence. Ces observations peuvent étre comparées avec celles de THOMAS
(1984), qui a constaté que des milieux potentiellement favorables situés a
environ 350 m de milieux effectivement colonisés n’étaient pas exploités
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par ’espeéce. Si, sur la base de ces faits, une distance de 400 m peut étre
considérée comme critique dans les échanges entre populations de M. nausi-
thous, 8 stations découvertes dans le canton de Neuchitel abriteraient des
populations isolées.

Comparés aux seules informations disponibles concernant la distribution
ancienne de cette espéce dans le Jura (de ROUGEMONT 1904), ces premiers
résultats sont assez intéressants. Au début de ce siécle, M. nausithous
était dite «...rare chez nous... Bienne (Robert), . Yverdon, Dombresson
(Rougemont) et méme Chasseral (Couleru)...». A I’échelle cantonale, cette
situation ne semble pas s’étre beaucoup modifiée depuis lors. Cette consta-
tation souligne I’extréme sédentarité et le faible pouvoir de dispersion du
papillon.

COMPARAISON DE LA DISTRIBUTION DU PAPILLON ET DE
CELLE DE SA PLANTE-HOTE

Nous n’avons pas la prétention d’avoir découvert la totalité des stations
neuchéateloises abritant S. officinalis lors de notre étude. Toutefois, une
comparaison de la distribution géographique de la plante, telle que nous
pouvons la déduire de nos observations de terrain, avec celle du papillon
apporte les éléments suivants:

— les 58 stations a S. officinalis qui ont été répertoriées sont disséminées sur
la plus grande partie du territoire cantonal (littoral excepté) entre 615 et
1405 m d’altitude

— les 2 stations les plus éloignées ou la plante se développe sont distantes de
47 km

— 20 km séparent en moyenne les 41 stations a S. officinalis qui n’abritent
pas M. nausithous du centre de la région ou il a été découvert (écart type
7.8 km, min. 8 km)

— la majorité des 41 stations a S. officinalis qui n’abritent pas M. nausi-
thous sont séparées de la région abritant le papillon par des chaines de
montagne culminant a plus de 1300 m.

Ces éléments permettent de souligner les faits suivants:

— il n’y a aucune corrélation entre les distributions géographiques du
papillon et de sa plante-hote (malgré les rares informations en notre
possession, il est possible de supposer, sur la base des connaissances
générales rassemblées sur I’espéce, qu’il n’existe pas de corrélation
non plus entre la distribution géographique du papillon et celle de sa
fourmi-hote)

— compte tenu de I’éthologie du papillon, les populations neuchateloises
de M. nausithous, prises dans leur ensemble, peuvent étre considérées
comme isolées

— compte tenu de la structure topographique de la région et de la distance
séparant les stations qui abritent M. nausithous des autres biotopes
potentiellement favorables du canton, les chances d’une augmentation
de I’aire de distribution régionale de I’espéce sont extrémement limitées.
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TYPES DE MILIEUX COLONISES

Le tableau 1 fournit des indications sur la nature et la structure des
milieux qui abritent M. nausithous. Pour assurer la protection des popula-
tions présentes (cette espéce est activement recherchée dans des buts
commerciaux), ce tableau ne contient par contre aucune information
geéographique précise, les différentes stations étant identifiées par un simple
numéro 2.

M. nausithous a été découvert dans 4 types de milieux différents: prairies
humides (Molinion) peu ou pas exploitées (3 stations); paturages et/ou prés
a fauche a résurgences (6 stations); talus de route ou de limite de cultures
(4 stations); rives de cours d’eau (14 stations).

Prairies humides

Parmi les 3 stations concernées, la station 212 est celle qui correspond le
mieux au milieu originel de M. nausithous. Elle présente une végétation tres
diversifiée, ou alternent des éléments caractéristiques du Molinion (Molinia
coerulea, Sanguisorba officinalis), du Mesobromion (Onobrychis viciifolia,
Ajuga genevensis, Plantago media, Centaurea scabiosa, Helianthemum
nummularium, Ranunculus bulbosus) et des prairies fleuries extensives
(Lotus corniculatus, Knautia arvensis, Thymus gr. serpyllum, Sanguisorba
minor par ex.). Cette diversité floristique est due a la présence d’une résur-
gence d’eau, assurant par endroits une forte humidité superficielle, a son
exploitation trés €pisodique (fauchage) et a sa position topographique parti-
culiére (rupture de pente). Son peuplement lépidoptérologique est assez
riche. Il comprend 18 espeéces dont les plus intéressantes sont: Carteroce-
phalus palaemon, Erynnis tages, Callophrys rubi et Melanargia galathea [une
vérification effectuée sur le terrain en 1990 nous a permis de constater que
des essais de drainage avaient été faits dans cette station!]. Les stations 204
et 205, situées dans une réserve naturelle, ont une végétation beaucoup plus
pauvre en espéces, dominée par Molinia coerulea et par des peuplements
denses de Phragmites communis. Elles sont caractérisées par une densité
extrémement faible de S. officinalis et par la pauvreté de leur peuplement
Iépidoptérologique respectif (7 et 9 espéces). A c6té de quelques individus de
M. nausithous, nous soulignerons toutefois la présence de Brenthis ino dans
les 2 stations.

Prairies de fauches et paturages humides

Les 6 stations concernées sont exploitées assez intensivement (pature ou
2 coupes annuelles). La station 197, la moins humide, est la seule qui n’est
pas amendée. Les pieds de S. officinalis y sont relativement nombreux, mais
chétifs (fauchage régulier). Toutes les autres stations, trés pentues,
présentent localement des résurgences d’eau garantes d’une forte humidité

2 Les données précises sont toutefois a la disposition des instances publiques ou privées de
protection de la nature et peuvent &tre obtenues 4 la demande auprés du CSCF.
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Photo 1: station 340. Paturage a groupements hygrophiles.

superficielle. Ces zones humides, recouvertes de groupements 3 Juncus sp.,
Molinia coerulea, Filipendula ulmaria, S. officinalis et parfois Phalaris arun-
dinacea, représentent les seules surfaces floristiquement intéressantes dans
des stations ou les plantes caractéristiques des paturages et prés gras
dominent. Si leurs peuplements lépidoptérologiques sont ainsi relativement
pauvres (12 espéces en moyenne), deux d’entre elles (330, 340) abritent
toutefois des populations stables et assez importantes de M. nausithous.
Notons que les stations 209, 211, 330, 336 et 340 (photo 1) abritent avec les
stations 212 et 329 un ensemble de populations de cette espéce dont 1’éloi-
gnement moyen (inf. a 400 m) n’exclut pas certains échanges d’individus
adultes.

Talus

Les 4 stations regroupées sous cette dénomination sont toutes trés diffé-
rentes. La station 161 présente la flore la plus originale. En effet, ce talus
routier trés humide abrite notamment Molinia coerulea, Sanguisorba offici-
nalis et Pinguicula vulgaris. 11 subit un fauchage printanier et une pature
automnale au moins, ce qui explique I’absence de toute autre espéce de
Rhopalocére que M. nausithous [une vérification effectuée sur le terrain en
1992 nous a permis de constater que ce milieu s’était fortement dégradé
depuis 1989 sous ’effet d’un changement d’affectation des milieux voisins
(prairie de fauche = => culture céréaliére); M. nausithous est toutefois
encore présente]. La station 6 est un talus de chemin, partiellement re-



modelé, et colonisé par une végétation ot des espéces de pelouses humides
ou d’ourlets mésophiles (S. officinalis, Valeriana officinalis, Trifolium
medium, Heracleum sphondyllium) alternent avec des espéces caractéris-
tiques de friches ou de pelouses séches (Anthylis vulneraria, Hippocrepis
comosa, Thymus gr. serpyllum, Scabiosa columbaria, Sanguisorba minor
notamment). Fauché trés épisodiquement, ce talus abrite un peuplement
1épidoptérologique aussi diversifié que la station 212: 18 especes dont Brin-
tesia circe, Lycaena hippothoe, Erynnis tages, Spialia sertorius et Melanargia
galathea. Le talus 329 sépare un paturage permanent et une culture intensive
de céréales. Sa végétation refléte sa situation, sa flore étant dominée par
des espéces caractéristiques de milieux eutrophisés (Ranunculus acris, Fili-
pendula ulmaria, Epilobium hirsutim, Galeopsis tetrahit, Polygonum
bistorta notamment). De nombreux pieds de S. officinalis, trés vigoureux,
s’y développent toutefois. A notre connaissance, ce talus n’est qu’excep-
tionnellement fauché. Le talus 192 est pris entre une route secondaire et une
prairie artificielle et est bordé d’un fossé fortement colonisé par Filipendula
ulmaria. 11 est fauché au minimum 1 fois par année.

Canaux de drainage

La moitié (14/27) des stations a M. nausithous qui ont été découvertes
sont des rives de canaux dont les caractéristiques principales sont rassem-
blées dans le tableau 1. Nous nous bornerons ainsi a souligner ici leurs
points communs et leurs différences principales (par catégorie).

Points communs:
— ces canaux rectilignes sont généralement bordés de cultures intensives

(prairies artificielles, paturages permanents ou prairies artificielles)

— al’exception de trongons trés limités, leurs rives et leur fonds ne sont ni
empierrés, ni bétonnés

— en été, la plupart de ces canaux sont a sec ou n’ont qu’un trés faible écou-
lement superficiel

— leur largeur (d’une rive a ’autre) n’excéde que rarement 3 m (fond:

0.6-1 m)

— la pente des rives oscille entre 45° et 60° et leur largeur moyenne n’excéde

pas 2 m.

Différences:

Nous avons réparti les trongons de rives de canaux inventoriés en 5 caté-
gories (fig. 1) sur la base de leur composition floristique. Les différences
principales de I’ensemble des stations découvertes sont les suivantes:

— longueur de chaque station (voir plus haut la définition donnée a ce
terme)

— proportion relative (en % de leur longueur totale) des 5 catégories de
rives définies

— présence ou absence de zones tampons entre les rives et les milieux agri-
coles voisins

— densité de pieds de S. officinalis

— nature et type d’entretien des milieux voisins
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FIGURE 1 : SCHEMAS DES STRUCTURES DE RIVES INVENTORIEES

Rive a Molinie

9% de la longueur totale des rives a
Maculinea nausithous

43% du nombre total de pieds de
Sanguisorba officinalis inventoriés

Rive a Filipendule et Molinie

25% de la longueur totale des rives a
Maculinea nausithous

25% du nombre total de pieds de
Sanguisorba officinalis inventoriés

Rive a Filipendule, banquette a Molin

8% de la longueur totale des rives a
Maculinea nausithous

16% du nombre total de pieds de
Sanguisorba officinalis inventoriés

Rive a Filipendule et Ortie

45% de la longueur totale des rives a
Maculinea nausithous

10% du nombre total de pieds de
Sanguisorba officinalis inventoriés

Rive a Graminées (et Molinie)

12% de la longueur totale des rives a
Maculinea nausithous

5% du nombre de pieds de
Sanguisorba officinalis inventoriés
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Nous avons tenté de trouver une corrélation entre la présence du papillon
et la plupart des variables susmentionnées. Parmi les variables testées, la
présence de S. officinalis est bien entendu le premier facteur limitant pour le
papillon. En effet, sur les 83 km de rives inventoriées, nous n’avons jamais
trouvé M. nausithous le long de trongons ou cette plante était absente.

L’interprétation de nos résultats par le biais des autres variables retenues
est plus difficile. Il n’existe en effet aucune corrélation significative entre le
nombre de papillons inventoriés par stations et ’une ou ’autre de ces
variables prises isolément : il n’existe pas de corrélation significative entre le
nombre de papillons observés et la densité de pieds de S. officinalis (tab. 1:
PSO, SO/m?, Ind, I/hmC pour les stations 195 et 208) [ce qui confirme les
résultats de THOMAS (1984)], ou avec la seule présence de zone tampon
(tab.1: 1gzp pour les stations 193, 200, 203). Les 3 stations les plus longues,
201, 203 et 200 (longueur moyenne 876 m), présentent toutefois un nombre
moyen d’individus (21) proche du double du nombre moyen d’individus (9)
de ’ensemble des autres stations (longueur moyenne 221 m). En outre, pour
ces mémes stations, la longueur moyenne de trongon de rive favorable (avec
S. officinalis) est dans un rapport de 2 a 1 (246 et 102 m).

Ces constatations impliquent que plusieurs variables agissent en synergie
et/ou que d’autres variables entrent en ligne de compte. Le tableau 1 permet
de mettre en évidence les faits suivants pour les 10 stations dites principales:
— 3 stations sur 10 (195, 206, 193) présentent une proportion trés impor-

tante (>75 %) de structure de rive trés favorable (catégories 1 et 2). Or la

station 195 (photo 2) est bordée par un piturage permanent sur sa rive
droite, la station 206 est bordée d’une zone tampon sur environ 70% de
sa longueur et la station 193 est uniquement bordée de prés a fauche

— 2 stations (201, 200) sur les 7 restantes ont une proportion importante

(40-50%) de rive favorable (catégories 2 et 3). Or elles sont toutes bor-

dées d’une zone tampon sur plus de 40% de leur longueur

FIGURE 1
&\l\(%f‘:: Molinia coerulea ““”H{ autres Graminées
*
%,
7 Sanguisorba officinalis

i Eutrophisation

Filipendula ulmaria
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Photo 2: station 195. Canal dont la rive droite, bordée d’un paturage permanent, est essentiel-
lement colonisée par Molinia coerulea et S. officinalis (catégorie 1 de la fig. 1).

— 3 stations (203, 202, 208) sur les 5 restantes présentent une structure de
rive moins favorable (catégorie 4), mais sont bordées d’une zone tampon
sur plus de 50% de leur longueur

— la station 210 présente une structure de rive identique aux 3 précédentes,
mais est bordée par un piturage permanent sur environ 50% de sa
longueur

— les 7 individus répertoriés dans la station 199 ’ont été dans le 5.5% de
rive de catégorie 1. Cette station est bordée de cultures intensives et ne
présente aucune zone tampon.

I1 existe ainsi un lien entre la catégorie de rive rencontrée, la présence de
zones tampon, la nature et le type d’exploitation des milieux voisins et la
présence de S. officinalis. En effet, sur la base de I’ensemble des informa-
tions obtenues, il est possible d’esquisser un schéma «évolutif» de la
structure des rives en fonction des agressions qu’elles subissent (cette
«évolution» se traduisant, sur la figure 1, par la diminution de la densité de
pieds de la Grande Sanguisorbe par catégories de rives décrites):

— la catégorie 1 représente la structure de rive idéale, épargnée, par la
présence de zone tampon ou par I’exploitation particuliére des milieux
voisins (paturage, pré de fauche), de I’arrivée massive d’engrais chi-
miques ou de pesticides par épandage direct

— la catégorie 2 représente le premier niveau de dégradation de la rive due
a ’apport de fertilisants par les eaux de ruissellement. Cette eutrophi-
sation de la partie inférieure de la rive est marquée par I’implantation de
la Filipendule (voire dans les cas aigus par celle d’ Urtica dioica). Cette
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structure de rive ne peut se maintenir que si I’épandage direct de fertili-
sants par voie terrestre est limitée (zone tampon, ou exploitation particu-
liere des milieux voisins)

— la catégorie 3 représente le second niveau de dégradation de la rive due
a D’effet synergique de ’apport de fertilisants des eaux du canal et le
pouvoir concurrentiel de la Filipendule. Les zones favorables a la Grande
Sanguisorbe sont reléguées sur la banquette de la rive et ne peuvent se
maintenir que si elles sont isolées (zone tampon, exploitation particuliére
des milieux voisins) de I’épandage direct d’engrais

— la catégorie 4 représente le troisiéme niveau de dégradation de la rive, ou
les zones particuliérement favorables & la Grande Sanguisorbe ont
disparu (action directe par voie terrestre et/ou aquatique), cette derniére
se maintenant tant bien que mal entre les pieds de la Filipendule. Ce
maintien est favorisé si I’épandage direct de fertilisants par voie terrestre
est limité (zone tampon ou exploitation particuliére des milieux voisins)

— P’ultime niveau de dégradation de la rive (structure globale identique a la
catégorie 4) est atteint a partir du moment ou la Grande Sanguisorbe a
disparu sous I’action croisée de I’apport direct de fertilisants et de la
concurrence de la Filipendule et de I’Ortie. Cette structure de rive repré-
sente I’écrasante majorité des 83 km de rives de canaux étudiés.

La catégorie 5 de la figure 1 représente un cas particulier dii a l1a pature ou
au fauchage d’une rive déja passablement eutrophisée.

CONCLUSIONS

Certains points développés dans les paragraphes précédents méritent
d’étre relevés pour déterminer le statut actuel et pour tenter d’assurer
’avenir des populations de M. rausithous dans notre région:

— le canton de Neuchétel abrite les seules stations & Maculinea nausithous
actuellement connues dans le Jura central. Des mesures de protection
devant assurer leur maintien doivent donc étre impérativement prises

— l’extréme sédentarité de ’espéce a deux implications directes. 1) une
augmentation de son aire de distribution régionale est trés hypothétique;
2) compte tenu de I’isolement presque total de plus de 25% des stations
découvertes, toute nouvelle disparition de stations abritant I’espéce serait
irrémédiable

— le maintien de la plante-h6te (et probablement aussi de la fourmi-hote) de
I’espéce est favorisé par la présence d’une zone tampon de 2 a2 3 m de large
entre les rives de canaux proprement dites et les milieux exploités qui les
bordent. Les zones tampons encore présentes aujourd’hui doivent donc
étre impérativement préservées. Une alternative a la création de zones
tampons le long des canaux qui en sont dépourvus serait ’interdiction
d’épandage d’engrais a moins de 5 m de leurs rives

— ’aménagement des rives des canaux doit tenir compte des particularités
comportementales de 1’espéce. Comme le papillon hésite a franchir des
obstacles importants, tout reboisement devrait étre proscrit le long des
canaux ou ses populations sont les plus denses. En outre, pour ne pas
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limiter les chances d’une éventuelle recolonisation de milieux favorables,
le reboisement des canaux ou il est absent ne devrait étre effectué que sur
une seule rive et sur des trongons relativement courts

— les paturages, les prairies, les talus et les rives qui abritent encore 1’espéce
devraient faire ’objet d’un entretien qui tient compte de sa biologie
particulieére. Les périodes cruciales de la vie du papillon sont la période
d’émergence des adultes, nectarivores, et la courte période de régime
phyto-spermophage des chenilles. Le fauchage et dans une moindre
mesure la pature des milieux colonisés doivent donc étre proscrits entre
les mois de mai et d’aofit afin de laisser le temps & la Grande Sanguisorbe
de pousser et de fleurir avant I’émergence des adultes, la ponte et la
nutrition des premiers stades larvaires. Un fauchage printanier
(mars/avril) ou automnal (2 partir de septembre) des surfaces est donc
possible. Il ne devrait toutefois pas étre effectué plus d’une fois par
année. Dans les paturages, les surfaces colonisées ne seront pas drainées
(1). En outre, les milieux qui actuellement déja ne sont plus exploités
devraient étre mis sous réserve et &tre entretenus de maniére a contre-
carrer leur embuissonnement.

— comme nous ne possédons aucune donnée sur la répartition et la densité
des nids de Myrmica laevinodis dans les stations qui abritent Maculinea
nausithous, il serait impératif d’étudier ce facteur afin d’optimiser les
mesures de protection que nous venons de décrire.
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Résumé

L’auteur décrit les principaux types de milieux abritant Maculinea nausithous
(Bergstr.) dans le Jura suisse (canton de Neuchétel). Il souligne certains facteurs
pouvant influencer sa distribution régionale et propose certaines mesures devant
assurer la protection de cette espéce menacée.

Summary

The author describes the main biotopes of Maculinea nausithous (Bergstr.) in the
Swiss Jura (canton of Neuchétel). He outlines some factors which can influence its
regional distribution and proposes some measures to protect this threatened species.
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Zusammenfassung

Der Autor beschreibt die hauptsdchlichen Lebensrdume von Maculinea nau-
sithous (Bergstr.) des Schweizer Juras (Kanton Neuenburg). Er hebt einige Fak-
toren, die seine regionale Verbreitung beeinflussen, hervor und schligt einige Mass-
nahmen vor, um diese gefidhrdete Art zu schiitzen.

BIBLIOGRAPHIE

GONSETH, Y. — (1987). Atlas de distribution des papillons diurnes de Suisse. Doc.
Sfaun. helv. 5 (version frangaise), 242 pp., et 6 (version allemande), 242 pp.

GONSETH, Y. — (1991). La faune des Rhopaloceres (Lepidoptera) du Jura neucha-
telois, un reflet partiel de la faune 1épidoptérologique jurassienne. Bull. Soc. neu-
chdtel. Sci. Nat. 114: 31-41.

GONSETH, Y. — (1992). Relations observées entre Lépidoptéres diurnes (Lepi-
doptera Rhopalocera) adultes et plantes nectariféres dans le Jura occidental. Nota
Lepidopterologica 15: 106-122.

HEATH, J. — (1981). Rhopalocéres (Papillons diurnes) menacés en Europe. Coll.
Sauvegarde de la Nature N° 23. Conseil de I’Europe, Strasbourg, 157 pp.

KL%TTER, H. — (1977). Hymenoptera Formicidae. Insecta helvetica, Fauna 6,

98 pp.

HESS, H.E., LANDOLT, E. & HIRZEL, R. — (1970). Flora der Schweiz und
angrenzender Gebiete. Bd. 2: Nymphaeaceae bis Primulaceae. 956 pp.

LSPN — (1987). Les Papillons de jour et leurs biotopes. Ligue suisse pour la pro-
tection de la nature (LSPN), Béle, 512 pp.

MULHAUSER, B. — (1991). Compte rendu du premier recensement des libellules et
papillons diurnes de la «Grande Caricaie» (Rive sud du lac de Neuchatel). Bul-
letin romand d’entomologie 9: 31-39.

ROUGEMONT, F. de — (1904). Catalogue des Lépidopteres du Jura neuchélelois.
Bull. Soc. neuchétel. Sci. nat. XXIX et XXXI: 1-366.

THOMAS, J.A. — (1984). The Behaviour and Habitat Requirements of Maculinea
nausithous (the Dusky Large Blue Butterfly) and M. teleius (the Scarce Large
Blue) in France. Biological Conservation 28: 325-347.

WELTEN, M. & RUBEN SUTTER, H.C. — (1982). Atlas de distribution des Ptéri-
dophytes et des Phanérogames de la Suisse. Vol. 1. 716 pp.

Adresse de I’auteur:
Centre suisse de cartographie de la faune, 14 Rue des Terreaux, CH-2000 Neuchatel, Suisse.



UNIVERSITE DE NEUCHATEL, INSTITUT DE ZOOLOGIE

RENARDS ET LIEVRES DANS
LE JURA SUISSE:
IGNORANCE RECIPROQUE

par

JEAN-STEVE MEIA, SANDRINE MEYER ET STEPHANE AUBRY
AVEC 1 FIGURE ET 1 TABLEAU

INTRODUCTION

Les zoologues ont clairement établi que le liévre, Lepus europaeus, n’est
qu’une proie secondaire du renard, Vulpes vuipes (ARTOIS 1989). Cepen-
dant, les talents de chasseur que I’on attribue encore bien souvent au renard
peuvent laisser penser que son impact sur le gros gibier est trés important.
HAINARD (1987), par exemple, rapporte des propos qui disent le renard
capable de poursuivre inlassablement le liévre, le fatiguant, lors de courses
ininterrompues de 15 4 18 heures. Pour LABHARDT (1989), le renard s’atta-
quera avec plus d’acharnement au liévre si ses proies principales viennent a
manquer. Les relations entre ces deux espéces méritent encore d’étre
précisées notamment pour deux raisons: elles sont difficiles & mettre en
évidence, et elles varient sensiblement selon la région — le renard, généra-
liste, adaptant son comportement aux conditions du milieu — (revue dans
ARTOIS 1989).

Une présence réguliére, de nuit, dans une zone de 30 km? située dans le
Jura bernois nous a permis d’effectuer quelques observations concernant les
relations renard — liévre dans notre région. Bien que peu nombreuses, il
nous a paru intéressant de présenter ces observations, dans la mesure ou
elles sont concordantes et résultent d’une présence soutenue dans le terrain.

ZONE D’ETUDE ET METHODES

La zone d’étude, déja présentée plus en détail (MEIA et al. 1993, par
exemple), est située dans la région de La Chaux d’Abel (Carte nationale de
la Suisse 1:25000, feuille 1124 Les Bois, coordonnées 561/223). Elle est
composée d’une mosaique de paturages et prairies engraissées, de paturages
boisés, et de foréts dominées par 1’épicéa Picea abies.

Toutes les observations rapportées ici ont été effectuées dans des zones
ouvertes, de nuit, d’un véhicule, et a I’aide d’un phare hallogéne. Elles ont
¢été réalisées a deux occasions: 1) lors de recencements et observations de la
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faune le long d’un parcours standard (WEBER et al. 1991, MEIA et al. 1993),
et 2) lors de radio-pistage de renards munis de colliers-émetteurs, le phare
¢tant alors utilisé pour confirmer une localisation et permettre de préciser le
comportement de I’animal suivi.
Le comportement des renards observés a été classifié comme suit:
«déplacement »: L’individu se déplace de maniére rectiligne, la téte
dirigée dans le sens du déplacement. Peu d’arréts.
«exploration-chasse»: L’individu se déplace de maniére généralement
non rectiligne, la téte dirigée vers le sol. Il s’arréte
fréquemment: a 1’afflit, ou pour capturer une
proie. (Attitude typique du renard «mulotant» ou
chassant des invertébrés.)
«repos»: L’individu est immobile, assis ou couché, et ne
montre aucune autre activité.
Seules les observations faisant intervenir au moins un renard et un liévre
a une distance maximale de 50 m ont été retenues; parmi elles, il n’a pas été
tenu compte de celles ou I’un des individus a été mis en fuite par 1’éclairage.

RESULTATS

Entre le 21 novembre 1989 et le 30 décembre 1992, 220 observations de
licvres et plus de 2200 observations de renards ont été effectuées. Seules
14 observations (tabl. I) mettaient en présence les deux espéces dans les
conditions requises. Aucune de ces observations n’a permis de mettre en
évidence une interaction interspécifique; dans chaque cas, méme lors de
proximité forte (distance minimale observée: 3 meétres), aucun intérét du
renard pour le liévre et aucun mouvement de fuite des lievres n’ont été
observés.

Les 14 observations de renards et de liévres ont montré une ignorance
réciproque entre les deux espéces.

DISCUSSION

Les résultats obtenus concordent tout a fait avec ceux obtenus par
I’analyse du régime alimentaire du renard dans la méme région (WEBER et
AUBRY 1993, fig. 1). Dans cette analyse, basée sur ’étude du contenu des
faeces, les liévres ont été inclus dans la catégorie «autres mammiféres»
regroupant toutes les proies mammaliennes (y compris les charognes) a
I’exclusion du campagnol terrestre, ou rat-taupier, Arvicola terrestris
scherman, a savoir: autres rongeurs (4Apodemus sp, Microtus sp, Pitymys
sp), lagomorphes (liévre et lapin domestique), bovidés (Bos taurus),
chevreuil (Capreolus capreolus). Cette catégorie ne constitue, sur 3 années et
1707 proies identifiées, que le 8% des proies consommeées.

Ainsi le qualificatif de proie ponctuelle (ARTOIS 1989) du renard peut
étre attribué au lievre dans nos régions, comme il I’est de maniére générale.
Les différentes études réalisées a travers 1’aire de répartition du renard
montrent que ses deux proies principales sont les lapins, en particulier le
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Obs. Date Age / Sexe  Obser-
No  Heure du renard vateur Description de I'observation
1 21.11.1989 adulte 1 Le renard est en.déplacement et passe a
02HO05 male proximité du li¢vre (distance minimum : 50 m).

Aucune interaction.

2 18.12.1991 indét. 1 Le renard est au repos, couché en lisiére de
00H45 indét. forét. Le lidvre est devant lui 3 50 m. Aucune
interaction,
3 29.04.1991 2+ 2 Le renard est en déplacement et passe a
04H30 femelle proximité de deux liévres (distance minimale:

5 m). Aucune interaction.

4 12.05.1992 2 + 1 Le renard se déplace rapidement et passe
O0H10 femelle 2 20 m du liévre. Aucune interaction.

5 26.05.1992 adulte 1 Le renard se déplace rapidement en bordure
22H37 femelle d'un champ de céréales. |l passe entre la

bordure du champ et le lidvre, assis (distance
minimum: 3 m). Aucune interaction.

6 21.08.1992 2+ 1 Le renard est en exploration-chasse. Deux
02H30 femelle liévres brodtent dans le mé&me champ (distance
minimum: 50 m). Aucune interaction.

7 21.10.1992 indét. 3 Le renard est en exploration-chasse 3 environ
19H02 indét, 10 m du liévre en train de brodter. Aucune
interaction.
8 27.10.1992 indét. 2 Un liévre est couché a environ 5 m d'un renard
00H35 indét. en exploration-chasse. Aucune interaction.
9 29.10.1992 6+ 2 Le renard est en exploration-chasse dans un
18H45 femelle champ. Un liévre et un blaireau sont & proximité

(distance minimale entre liévre et renard: envi-
ron 5 m). Aucune interaction.

10 04.11.1992 indét. 3 Le renard est au repos, assis. Deux lidvres
22H02 indét. sont dans le méme champ a environ 50 m.
Aucune interaction.

1 25.11.1992 indét. 3 Le renard est en exploration-chasse. Deux
19H54 indét. lidvres sont dans le méme champ a environ
50 m. Aucune interaction.

12 03.12.1992 indét, 1 Deux renards sont au repos, assis le long
03H00 indét. d'une haie, chacun au pied d'un arbre 2 15 m
I'un de I'autre. Le li¢vre se déplace dans le
champ devant eux; il s'approche et passe
a quelques métres d'un des renards. Aucune

interaction.
13 22.12.1992 0 + 1 Le renard est en exploration-chasse en
23H15 male bordure de forét. Le liévre est assis dans le

champ 4 50 m. Aucune interaction.

14 30.12.1992 indét. 1 Le renard est en exploration-chasse dans un
04H30 indét. champ. Deux lid¢vres sont 3 environ 30 m. Le
renard s'approche d'eux sans sembler les
remarquer; les lidvres s'éloignent de quelques
métres; le renard poursuit son chemin dans
la m&me direction. Aucune interaction.

1 = J.S. Meia, 2 = S. Aubry, 3 = S. Meyer

TABLEAU 1 Liste des observations
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Fig. 1. Régime alimentaire du renard dans le Jura suisse (1988-1990), d’aprés WEBER et
AUBRY 1993.

lapin de Garenne (Oryctolagus cuniculus) et les campagnols, les microtidés
principalement (revue dans ARTOIS 1989).

Le désintérét du renard pour le liévre peut étre attribué a I’agilité et a la
vitesse de fuite de ce dernier qui rendent une proie potentiellement trés inté-
ressante (grosse quantité de nourriture en une seule capture) trop difficile et
trop cofliteuse a capturer, comme 1’a également souligné LABHARDT (1990);
cet auteur attribue ce comportement & un apprentissage réalisé¢ durant les
premiers mois par les renardeaux: il relate quelques observations de tenta-
tives malheureuses de poursuites de liévres entreprises par des renardeaux.
L’origine d’un comportement est toujours difficile a établir et il parait
hasardeux de décider si effectivement ce manque d’intérét résulte
uniquement d’un apprentissage; on relévera que les renardeaux, trés
joueurs, poursuivent presque tout objet en mouvement devant eux et que de
jeunes renards peuvent déja témoigner d’un manque d’intérét pour le liévre
(observation N° 13, par exemple). Il est intéressant de noter que les liévres
ne montrent pas de crainte vis-a-vis du renard, méme a des distances tres
courtes; ce fait peut étre expliqué de deux maniéres: 1) les quelques tenta-
tives de capture dans les premiers mois de sa vie par le renard sont toutes
infructueuses (LABHARDT 1990), 2) le nombre de tentatives de capture est
négligeable.

La consommation des proies secondaires dépend de 1’abondance des
proies principales. GOSZCZYNSKI (1974, 1986) a montré qu’en Pologne, ou
le lapin est rare et le liévre abondant, la consommation de liévres peut
atteindre une proportion importante de la biomasse consommée (en
moyenne 26%); cette consommation étant d’autant plus forte que la
consommation de la proie principale (le campagnol des champs, Microtus
arvalis) est faible. Il a observé que la prédation sur le liévre s’effectue essen-
tiellement sur les jeunes individus. Il est probable que les cas de prédation de
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lievres dans nos régions concernent également des levrauts, que le renard
découvre au hasard de ses déplacements.

En cas de raréfaction des proies principales, le renard n’accentue pas
forcément sa consommation de liévres. Dans notre zone d’étude, les popula-
tions de la proie principale, le campagnol terrestre, subissent des fluctua-
tions périodiques. Les observations relatées ici ont pour la plupart été effec-
tuées lorsque les campagnols étaient trés rares (1991-1992) et les études de
régime alimentaire qui se poursuivent montrent que les renards se sont
tournés plus fortement vers des sources telles qu’invertébrés ou déchets
(MERMOD 1991).
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Résumé

Quatorze observations de renards et de liévres effectuées dans le Jura suisse sont
décrites. Dans tous les cas, une absence d’interaction interspécifique a été observée.
Ces résultats concordent avec les analyses de régime alimentaire effectuées dans la
méme région: le liévre est une proie secondaire du renard. Dans cette région, le
renard n’a pas accentué sa consommation de liévres en I’absence de sa proie prin-
cipale, le campagnol terrestre.

Zusammenfassug

Es werden 14 im Schweizer Jura durchgefiihrte Beobachtungen von Rotfiichsen
und Feldhasen beschrieben. In allen Fillen wurden keine interspezifischen Interak-
tionen beobachtet. Diese Resultate stimmen mit den im gleichen Gebiet verge-
nommen Analysen der Nahrung iiberein: der Feldhase ist eine zweitrangige Beute
des Rotfuchses. In Abwesenheit seiner Hauptbeute, der Schermaus, wurde in dieser
Gegend kein erhohter Konsum an Feldhasen festgestellt.
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Summary

Fourteen observations of red foxes and european hares done in the Swiss Jura
Mountains are described. In all cases, no interspecific interaction was observed.
These results agree with the diet analysis done in the same area: the hare is a prey of
secundary importance for the fox. In this area, the fox did not increase its con-
sumption of hares when its main prey, the water vole, was scarce.
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EXAMEN CHROMOSOMIQUE
D’INDIVIDUS SAINS OU DEPERISSANTS
D’ACER SACCHARUM

par

STEPHANE PLANTE, CAMILLE GERVAIS, NORMAN DIGNARD ET
GABRIEL ROY

AVEC 7 FIGURES ET 1 TABLEAU

INTRODUCTION

Compte tenu de I’intérét soulevé par le probléme de la dégradation des
foréts, en particulier par celui du dépérissement des érabliéres au Québec,
les recherches sur la biologie de 1’érable a sucre (Acer saccharum Marsh.)
revétent une grande importance.

Dans cette optique, ce travail rapporte les résultats d’une étude cytolo-
gique de I’érable a sucre portant sur quatre points: 1) le nombre chromoso-
mique d’A. saccharum, connu de quelques comptages déja anciens (n = 13
et 2n = 26) sur du matériel américain, est-il constant et applicable aux arbres
du Québec? 2) peut-on reconstituer la caryogramme de cette espéce? 3) A.
saccharum posseéde-t-il des chromosomes surnuméraires (chromosomes B)?
4) rencontre-t-on des anomalies chromosomiques évidentes et fréquentes
chez les arbres en dépérissement?

MATERIEL ET METHODES

Les rameaux d’érable a sucre ayant servi a nos recherches proviennent de
sept érabli¢res situées dans les localités suivantes, au Québec: Duchesnay
(comté de Portneuf), Val Racine, Sainte-Cécile, Audet, La Patrie (comté de
Mégantic), Saint-Méthode et Beauceville (comté de Beauce). Ceux-ci ont été
prélevés entre le 27 avril et le 7 mai 1988, a I’aide de sécateurs de 20 m dans
la cime d’arbres dont le taux de dépérissement était connu. Les bourgeons
des rameaux étaient ouverts immédiatement et fixés dans un mélange 3/1
d’alcool absolu et d’acide acétique glacial.

Pour I’étude cytologique des racines, des plantules d’environ 15 cm de
hauteur prélevées a Sainte-Cécile au printemps 1988 et gardées en serre ont
été utilisées. Avant la fixation des racines, les pots étaient placés en chambre
froide a 4°C (avec éclairage incandescent) pour 7 heures afin de provoquer
un raccourcissement des chromosomes.
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Les tissus étaient colorés au carmin acétique (3 a 4 heures au minimum)
apres dissection des bourgeons et ramollissement des jeunes feuilles dans un
meélange aqueux, a 5%, de cellulase et de pectinase pendant quelques
heures. Parmi les nombreuses métaphases examinées pour comptages chro-
mosomiques et observation des anomalies, celles présentant le moins de
superpositions ont été sélectionnées pour des essais de réalisation du caryo-
gramme, soit 7 dans les tissus foliaires et 4 dans les racines. Chaque chro-
mosome était mesuré & fort grossissement (1000 x ) a I’aide d’un oculaire a
curseur.

Le degré de dépérissement, sur une échelle de 1 a 5, a été calculé par
évaluation de la portion de cime présentant les symptomes typiques de ce
phénomeéne (ROY et GAGNON 1988).

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats globaux, comprenant le nombre chromosomique des arbres
étudiés, leur cote de dépérissement, les anomalies observées s’il y a lieu,
apparaissent au Tableau 1 avec le lieu d’origine de chaque arbre et le code
permettant de le retrouver.

Nombre chromosomique

Comme nous 1’avons signalé dans I’introduction, le nombre chromoso-
mique d’A. saccharum avait déja été déterminé sur du matériel américain.
TAYLOR (1920) comptait 1 = 13 sur des bourgeons provenant vraisembla-
blement de Pennsylvanie, FOSTER (1933) a indiqué n =13 (ou n = 12,
d’aprés une de ses figures) pour des arbres de I’Arnold Arboretum et
KRIEBEL (1957) rapportait 2n = 26 pour du matériel du Massachusetts, de
I’Ohio et du Tennessee. Nos propres résultats, sur 44 individus (Tableau 1),
montrent que le nombre chromosomique d’A. saccharum, au Québec,
correspond aux déterminations américaines, avec 2n = 26 (fig. 1, 2, 3) ou
n = 13 (fig. 4). Des cas de cytomixie dans certaines étamines (arbre 415 de
la parcelle E-6, tableau 1) ont cependant démontré que ces accidents
pouvaient donner des cellules méres de pollen avec des nombres chromoso-
miques aberrants, comme 1 = 6, n = 16 (fig. 5 et 6). La figure de FOSTER
(1933), a n = 12, pourrait peut-étre s’expliquer de cette facon. Il n’est pas
impossible que des phénoménes de cytomixie puissent se produire naturel-
lement (GERVAIS 1973) et soient responsables de certains cas d’aneuploidie.

L’aneuploidie, chez I’érable a sucre, n’est pas facile a détecter au niveau
des chromosomes somatiques. Ceux-ci sont petits et leur taille varie du
simple au double, de sorte que deux petits chromosomes juxtaposés peuvent
en simuler un grand. Dans le cas de I’arbre 880 de la parcelle E-6 (tableau 1),
plusieurs cellules semblaient avoir 2n = 27, le chromosome 2 satellite étant
apparemment présent en 3 exemplaires, @ moins qu’une deuxiéme paire de
chromosomes a satellites, difficile a détecter, nous ait échappé. Nous avons
choisi de regarder cet arbre comme un individu aneuploide possible.

Dimensions des chromosomes, caryogramme
Pour mesurer les chromosomes de 1’érable a sucre et tenter d’obtenir un
caryogramme, nous avons choisi 11 cellules au stade métaphase, appar-
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Fig. 1-7. Acer saccharum Marsh. Fig. 1, métaphase, bourgeon foliaire, E-6 (852), 2n = 26,
chromosomes en étoile et chromosome a satellites (fléches). Fig. 2, métaphase, bourgeon
foliaire, C-1 (279), 2n = 26, chromosomes péles et satellites (fleches). Fig. 3, métaphase,
méristéme radiculaire traité au froid (Ste-Cécile, 1), 2n = 26, chromosome a satellites
(fléche). Fig. 4, métaphase I, 7 = 13, bourgeon floral, E-12 (415). Fig. 5, métaphase I
anormale (cytomixie?) n = 6, bourgeon floral, E-12 (415). Fig. 6, métaphase I anormale
(cytomixie?) n = 16, bourgeon floral, E-12 (415). Fig. 7, caryogramme corstruit & partir de
mesures effectuées sur les chromosomes de 7 métaphases observées sur de trés jeunes feuilles
de 7 arbres différents. Une longueur moyenne a été calculée pour chaque chromosome et les
paires ont été égalisées. La position des centroméres n’a pu étre déterminée.



— 50 —

tenant a 11 arbres différents (dont 4 a 1’état de plantules tableau 1), en
utilisant de trés jeunes tissus foliaires ou des racines. Les chromosomes
€taient mesurés en corrigeant les courbures et en essayant de tenir compte de
la position des centroméres. Ceux-ci étant souvent impossibles a localiser
avec certitude, vu la petitesse des chromosomes, nous avons d{i abandonner
I’utilisation de ces données devant les difficultés rencontrées pour construire
un caryogramme en les incorporant.

Comme les données obtenues a partir de racines provenaient de plantules
traitées par le froid, leurs chromosomes étaient plus courts (fig. 3) et plus
faciles & mesurer que ceux observés sur les feuilles. En revanche, les diffé-
rences entre chromosomes longs et courts s’étant estompées, il nous a
semblé préférable de ne garder finalement que les mesures des chromosomes
foliaires, non raccourcis, pour établir le caryogramme et faire ressortir
davantage les différences entre les 13 paires. Le caryogramme (fig. 7) a été
finalement reconstitué de facon mathématique: les 26 mesures obtenues
pour chaque cellule étudiée ont été classées par longueurs décroissantes et
une moyenne a €té établie, chromosome par chromosome entre les 7 méta-
phases examinées. Finalement, pour égaliser les deux chromosomes de
chaque paire, une autre moyenne était calculée entre la longueur des chro-
mosomes 1 et 2, 3 et 4, etc. La paire de chromosomes la plus longue mesure
. 3,4 um et la plus courte c. 1,5 pm. La paire porteuse de satellites mesure
c. 1,8 um. Ces chiffres donnent une bonne idée de la dimension des chromo-
somes métaphasiques de I’érable 4 sucre mais ceux-ci peuvent varier d’une
cellule a ’autre selon leur état de contraction.

Chromosomes surnuméraires

Nous n’avons rencontré de chromosomes surnumeéraires (chromosomes
B) dans aucun des 44 individus examinés. Chez I’arbre 880 (parcelle E-6), le
chromosome apparemment en surplus serait le chromosome a satellite du
génome régulier et non pas un B. Il est possible que la présence de chromo-
somes B ait pu nous échapper ailleurs si leur taille se confondait avec celle
des petits chromosomes ordinaires. Nous n’avons en tout cas aucune
certitude sur la présence de chromosomes B chez 1’érable. Leur absence
semble plus probable, du moins dans le matériel examiné.

Anomalies chromosomiques

Cette recherche s’est limitée a I’examen de cellules en métaphase ou les
chromosomes €taient a peu preés tous visibles et comptables, sans procéder
a une analyse systématique des anomalies chromosomiques classiques
(ponts anaphasiques, micro-noyaux, etc.) des tissus foliaires ou radicu-
laires. L’anomalie la plus fréquente a été la présence d’un chromosome
(parfois plusieurs) plus ou moins pale et flou se démarquant de la coloration
et de I’état uniforme des autres chromosomes de la méme cellule (fig. 2,
fleche). Ce genre d’anomalie, produit vraisemblablement par déspiralisa-
tion partielle du chromosome (GRANT 1978), a été remarqué aussi bien chez
les individus peu touchés par le dépérissement (cotes 1 et 2) que chez des
individus gravement atteints (cotes 3 et 4). Nous ne savons pas pour le
moment s’il faut regarder ce type d’accident comme une anomalie signifi-
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Tableau 1. Provenance, cote de dépérissement et nombre chromosomique de 44 individus d"Acer saccharum avec
notes sur les anomalies observées
Cote de Nombre chr.
Provenance Numérotation* dépérissement Anomalies
en 1988" 2n n

Duchesnay C-1 (255)* 1 26 1 chr. pale
Duchesnay C-1 (276) 1 26 1 chr. pale
Duchesnay C-1 (279)* 2 26 1 chr. pale
Duchesnay E-6 (846)* 4 26 1 chr. pale
Duchesnay E-6 (850) 1 26 1 chr. pale
Duchesnay E-6 (852)* 4, mort en 89 26 chr. en étoile
Duchesnay E-6 (857) 4 26 -
Duchesnay E-6 (871) 4 26 -
Duchesnay E-6 (874) 1 26 -
Duchesnay E-6 (876) 2 26 -
Duchesnay E-6 (877) 3 26 1 chr. pale;étoile
Duchesnay E-6 (878) 3 26 -
Duchesnay E-6 (880) 4, mort en 89 277 chr. en étoile
Duchesnay E-12 (415) 1 13 cytomixie
St-Méthode 95-1 (A) 1 26 -
St-Méthode 95-1 (8) 3, mort en 89 26 -
St-Méthode 95-1 (21) 4 26 -
St-Méthode 95-1 (22) 2 26 -
St-Méthode 95-1 (23) 2 26 -
St-Méthode 95-1 (24) 4 26 -
St-Méthode 95-1 (25) 4 26 -
St-Méthode 95-1 (28)* 2 26 chr. pales
St-Méthode 95-1 32)* 3 26 -
Ste-Cécile 9181 (3)* 4 26 -
Ste-Cécile 918-1 (10) 4, mort en 89 26 -
Ste-Cécile i 1, plantule 26 =
Ste-Cécile 2¥ 1, plantule 26 -
Ste-Cécile 3* 1, plantule 26 -
Ste-Cécile 4 1, plantule 26 -
Ste-Cécile 5 1, plantule 26 -
Audet 547-1 (28) 1 26 -
Audet 547-1 (43) 1 26 -
Audet 547-1 (45) 4 26 -
La Patrie 61-1 (1) 2 26 -
La Patrie 61-1 (13) 1 26 -
La Patrie 61-1 (19) 3 26 chr. pales
La Patrie 61-1 (21) 1 26 -
La Patrie 61-1 (41) 1 26 -
La Patrie 61-1 (44) 1 26 -
Val Racdine 325-1 (25) 3 26 -
Val Racine 325-1 (36) 4 26 1 chr. pale
Val Racdine 3251 (37) 2 26 -
Val Racine 325-1 (55) 1 26 -
Beauceville 4005-1 (31) 2 26 -

k. Individus ayant servi & des mesures de chromosomes.

a. Les chiffres entre parenthéses indiquent le numéro de I’arbre étudié. Les données qui précédent désignent la station

ou la parcelle expérimentale ou il croit.

b. Le dépérissement est calculé par évaluation visuelle du pourcentage de cime affectée.
cote 1, 0a 5% de cime affectée
cote 2, 6 a25% de cime affectée

cote 3, 26 a 50% de cime affectée
Dans la parcelle C-1, le dépérissement a été évalué en 1986 et 1989; celui de 1988 a été interpolé.

cote 4,
cote 5,

(o1 Les individus numérotés de 1 & 5 ont été pris a 1'état de plantules dans la station 918-1.

51% et plus de cime affectée
arbre mort
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cative, un indice de stress et un signe précurseur de dépérissement ou I’état
fortuit d’un chromosome. Le nombre de nos données n’est pas suffisant
pour calculer une relation statistique «dépérissement/chromosomes pales».
Il en est de méme pour I’observation de chromosomes disposés en étoile (fig.
1), apparemment par une sorte d’attraction des télomeéres. Des fibres sub-
chromatidiques mal repliées pourraient former des ponts et étre respon-
sables du «collage» des chromosomes (GRANT 1978) mais il faut analyser
ces «accidents» avec beaucoup de circonspection pour distinguer les chro-
mosomes fortuitement juxtaposés de ceux qui paraissent réellement
attachés. Il est curieux de constater que ce phénomeéne a été observé sur deux
des quatre arbres morts 1’année suivante. Notons pour terminer que les
bourgeons de certains des arbres échantillonnés [95-1 (21), 547-1 (10,19,28),
325-1(27)], malgré une apparence extérieure normale, étaient complétement
desséchés a ’intérieur, de sorte qu’il n’a pas toujours été possible d’en déter-
miner le nombre chromosomique et d’y observer des anomalies. Ces arbres
n’apparaissent pas tous sur le tableau 1 mais il nous a paru intéressant de
signaler le cas.

Le présent travail apporte finalement certaines précisions manquantes sur
les chromosomes de I’érable a sucre: leurs dimensions, la présence de satel-
lites, 'uniformité du nombre chromosomique, etc. La position des centro-
meres n’a pu &tre établie avec siireté mais le caryogramme incomplet
présenté apporte tout de méme des renseignements utiles. Du co6té des
anomalies chromosomiques, nos observations préliminaires pourraient
servir de pistes de recherche sur le dépérissement en indiquant quels types
particuliers de polluants peuvent étre associés aux aberrations observées
(GRANT 1978).
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Résumé

Les chromosomes d’érables a sucre (Acer saccharum Marsh.) provenant de
7 érabliéres différentes ont été examinés sur des bourgeons foliaires ou floraux de
39 individus sains ou plus ou moins dépérissants et sur des méristémes radiculaires
de 5 plantules. Le nombre chromosomique observé, 2n = 26, est constant mais un
individu était apparemment aneuploide (2n = 27). Peu d’anomalies chromoso-
miques ont été observées, les plus fréquentes étant des chromosomes péles ou un
regroupement des chromosomes en étoile, peut-étre a cause de télomeéres collants.
Des cas de cytomixie ont aussi été notés chez un individu. Le caryogramme des
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13 paires de chromosomes a été établi a partir de mesures effectuées sur les meilleures
métaphases. Les paires se différencient par leur longueur (une posséde des satellites)
mais il a été pratiquement impossible de déterminer la position du centromeére pour
chacune d’entre elles.

Summary

The chromosomes of sugar maple trees (Acer saccharum Marsh.) from 7 different
stands, were examined on foliar or flower buds of 39 healthy or more or less dieback-
affected trees and on root tips of 5 plantlets. The observed chromosome number,
2n = 26, was constant but one individual was apparently aneuploid (2n = 27). Few
chromosomal aberrations were found, the most frequent being pale chromosomes
or star-grouped chromosomes, perhaps from sticky telomeres. Cytomixis was also
present in one case. The karyogram of the 13 pairs of chromosomes has been deter-
mined from measures taken on the best metaphases. The pairs differ by their lengths
(one has satellites) but it was not possible to ascertain the centromere position for
each of them.
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PHYTOPLANCTON DU LAC DE MORAT
EN 1988-1989: COMPARAISON AVEC
LES DONNEES ANTERIEURES

par

OLIVIER REYMOND ET FRANCOIS STRAUB
AVEC 2 TABLEAUX

INTRODUCTION

Le lac de Morat (46°56’ lat. N — 7°06’ long. E) est situé a une altitude de
429 m, occupe une surface de 22,8 km?, a une profondeur maximum de
45,5 m, et sa profondeur moyenne est de 23,3 m (DAVAUD 1976). Diverses
études, dont nous ne citons que quelques-unes, ont été réalisées concernant
sa géochimie, sa sédimentologie (DAVAUD 1976), ses caractéristiques
physico-chimiques (RIVIER, 1936; HIRSIG 1983; E.A.W.A.G. 1960;
LIECHTI 1989), sa faune planctonique (DE GANDOLFI 1910/11; BURCK-
HARDT 1899; ROBERT 1923) et benthique (FAVRE 1941; LANG & REYMOND
1993), ses macrophytes (LACHAVANNE 1979) ainsi que ses diatomées épili-
thiques (STRAUB 1982).

Certaines de ses algues planctoniques ont été étudiées par DE CANDOLLE
(1825), CHODAT (1897), BACHMANN (1901), RIVIER (1936), JAAG (1948) et
WUTHRICH (QUARTIER 1948). Cependant, les derniers relevés phytoplanc-
toniques sont ceux de RIVIER (1936). En conséquence, il était intéressant de
refaire des prélévements afin de les comparer avec ceux de RIVIER (1936)
notamment. Cette étude, limitée dans le temps pour des raisons techniques,
a été entreprise en annexe a celle sur 1’évolution (1980-1991) du benthos
(LANG & REYMOND 1993).

MATERIEL ET METHODES

Treize récoltes de phytoplancton ont été réalisées entre décembre 1988 et
novembre 1989 aux alentours du point 574/198 (cartes nationales, feuille
1165, Office topographique fédéral) a I’aide d’une bouteille & prélévement
intégré (SCHROEDER 1969) entre 0 et 10 m de profondeur. Chaque préle-
vement a été divisé en deux sous-échantillons dont I’un a été fixé au lugol
pour les comptages au microscope inversé, et I’autre a été fixé a la formaline
a 3% pour ’obtention de préparations permanentes dans la glycérine-
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gélatine pour des observations plus précises au microscope optique conven-
tionnel.

Si pour certains taxa les comptages se sont avérés assez précis (ex: Stepha-
nodiscus neoastraea), pour d’autres, le peu de matériel, associé a une impor-
tante turbidité, n’a pas permis un dénombrement trés rigoureux (ex: Scene-
desmus linearis). Nous avons donc adopté dans le Tableau 2 une échelle
d’abondance adaptée a ces circonstances.

RESULTATS

Les analyses ont révélé la présence de 44 genres incluant 68 espéces
(Tab. 1 et 2). La plus grande diversité des genres (26) est constatée dans le
prélévement du 24.8.89 avec notamment beaucoup de Chlorophycées, et
le minimum de diversité est atteint le 30.11.89 avec 11 genres seulement
(Tab. 2).

Du point de vue quantitatif, le tableau 2 indique également que 15 taxa
dépassent une densité de 10 cellules/ml, les autres taxa n’atteignant jamais
cette abondance. Les résultats précis obtenus pour les maxima d’abondance
de Rhodomonas sp., Stephanodiscus neoastraea ainsi que Qocystis sp. sont
mentionnés dans la discussion relative a ces trois taxa.

Les résultats antérieurs de CHODAT (1897), BACHMANN (1901) ainsi que
RIVIER (1936) ne montrent qu’un petit nombre d’espéces, respectivement
21, 12, et 27 (Tab. 1). Cette différence s’explique par I’emploi de filets de
prélévements aux mailles trop larges pour retenir les espéces de petite taille
(RIVIER, 1936).

DISCUSSION
Remarques concernant quelques taxa

Oscillatoria rubescens De Candolle ou sang des Bourguignons sont des
noms liés au lac de Morat aprés qu’une impressionnante prolifération de
cette cyanobactérie efit coloré ses eaux et ses rivages en rouge a la fin de
I’hiver 1825 (DE CANDOLLE, 1825). Citée a nouveau par CHODAT (1897) et
RIVIER (1936), cette algue n’apparait plus dans les présents relevés. Elle n’a
pas non plus été observée dans quelques prélévements effectués a 20 m de
profondeur.

Dans les autres lacs de la région, cette espéce occasionnait aussi des fleurs
d’eau (blooms des auteurs anglo-saxons). En particulier au Loclat (pres de
St-Blaise, Neuchétel), au début des années septante, il n’était pas rare en
région pélagique d’en trouver 1000 a 2000 filaments par ml, soit sur toute la
colonne d’eau en hiver, soit confinés en dessous du thermocline dés 4-5 m
de profondeur en été (Labo. de Microbiologie, Université de Neuchétel, non
publié et STRAUB 1976). Ces fleurs d’eau se sont raréfiées aprés 1976 puis
ont complétement disparu (B. POKORNI, com. orale), résultat probable du
détournement des eaux usées du haut du village de St-Blaise. Dans le lac de
Neuchétel (WUTHRICH 1965), Oscillatoria rubescens n’a provoqué de fleurs
d’eau que depuis 1960, bien que présente depuis longtemps. Les proliféra-
tions se sont raréfiées ou ont disparu, sans doute grace a la mise en fonction
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CHODAT 1897 PRELEVEMENTS1988-1989
CYANOBACTERIES CYANOBACTERIE
Anabaena flos-aquae | Aphanizomenon fios-aquae
Chroococcus  minutus v. lacustris Merismopedia sp
Gomphospheria lacustris Anabaena sp
Oscillatoria rubescens |DINOPHYCEAE
DINOPHYCEAE Ceratium hirundinelia
Ceratium hirundinella Gymnodinium helveticum
Peridinium tabulatum Peridiniopsis cunningtanii
CHRYSOPHYCEAE Peridinium aciculiferum
Mallomonas acarioides Peridinium rotunda
Stichogloeea olivea v sphaerica Peridinium umbonatum
DIATOMOPHY CEAE CRYPTOPHYCEAE
Asterionelfa gracillima Cryptomonas sp
Cymatopleura elliptica Rhodomonas sp
Diatoma elongatum |CHRYSOPHYCEAE
Fragilaria crotonensis Bitrichia chodatii
Melosira arenaria Dinobryon divergens
Meiosira orichalcea Dinobryon sp
Melosira varians Kephyrion sp
Rhizosolenia longiseta |DIATOMOPHY CEAE
Stephanodiscus astraea Amphora pediculus
Tabellaria fenestrata Asterionella formosa
Tabellaria flocculosa Cyclotella radiosa
CHLOROPHYCEAE Cymbella sp
Botryacoccus braunii Fragilaria crotonensis
Sphaerocystis schroeten Fragilaria ulna
Aulacoseira sp
BACHMANN 1901 Navicula gregaria
CYANOBACTERIES Navicula reichardiiana
Clathrocystis aeruginosa Navicula scutelloides
Merismopedia glauca Navicula viridula
DINOPHYCEAE Nitzschia dissipata
Ceratium hirundinella Nitzschia intermedia
Peridinitum cinctum Nitzschia linearis
CHRYSOPHYCEAE Nitzschia palea
Dinobryon divergens | Rhoicosphenia curvata
Dinobryon stipitatum | Stephanodiscus minutulus
DIATOMOPHYCEAE Stephanodiscus neoastraea
Asterionella gracilfima Synedra acus v angustissima
Campylodiscus noricus |EUGLENOPHYCEAE
Cymatopleura elliptica | Trachelomonas sp
Cymatopleura sofea |CHLOROPHYCEAE
Fragilaria crotonensis Ankyra Judayi
Surirella  robusta v splendida | Ankystrodesmus sp
Chiamydomonas sp
RIVIER 1936 Chlorella sp
CYANOBACTERIES Closterium aciculare
Coelosphaerium kuetzingianum Closterium acutum v variabile
Microcystis aeruginosa Coelastrum sp
Osaillatoria rubescens Cosmarnium  abbreviatum v variabile
DINOPHYCEAE Cosmarnium biretum
Ceratium hirundinelia Cosmanum cf impressulum
Gymnodinium neglectum Cosmarium kjelimanni
Peridinium cinctum Cosmarium subprotumidum
Peridinium volzi Crucigena tetrapedia
CHRYSOPHYCEAE Efakatothryx gelatinosa
Dinobryon diverg Qolenkin. sp
Dinobryon seriularia Kirchneriella obesa
Dinobryon sociale 1 agerhemia sp
Dinobryon stipitatum Mougeotia sp
Mallomonas producta Nephrocytium limneticum
DIATOMOPHY CEAE Oocystis sp
Asterionella gracillima Pediastrum boryanum
Campylodiscus noricus Pediastrum duplex
Cyclotella comta v mefosiroides Pediastrum tetras
Cyclotella schroeteri | Scenedesmus acutus
Fragilaria crotonensis |  Scenedesmus linearis
Melosira  islandica v helvetica Scenedesmus magnus
Stephanodiscus astraea Scenedesmus obtusus
Stephanodiscus hantschii Sphaerocystis lacustris
Synedra delic i S avicula
Tabellaria f S um of crenulatum
Tabellaria flocculosa Staurastrum chaetaceras
EUGLENOPHYCEAE Stavrastrum pingue
Colacium vesiculosum Tetraedron minimum
CHLOROPHYCEAE
Gloeococcus schroeteri
Pediastrum boryanum
Spirogyra p

Tableau 1. Liste des taxa observés
par CHODAT (1987), BACHMANN
(1901) et RIVIER (1936) et liste des
taxa déterminés dans la présente
étude (1988-1989).



TAXA|Fréq.| 7.12.88| 21.12.88] 15.1.89] 18.2.89| 9.3.89] 23.3.89| 16.5.89| 20.6.89] 21.7.89| 24.8.89| 25.9.89, 30.10.89| 30.11.89
CYANOBACTERIES
Anabaena 7 X X x X X X X
Aphanizomenon 4 X X X X
A ypedia 3 X X X
DINOPHYCEAE
Ceratium 5 x b.S X X X
Gymnodinium 7 X x X X X X X
Peridiniopsis et Peridinium 6 X X X X 1 X
CRYPTOPHYCEAE
Cryp 13 X X X X X X X X X X X 2
Rhodomonas 12] x! X; X X X 3 X X X] X X X;
EUGLENOPHYCEAE
Trachelomonas 1 X
CHRYSOPHYCEAE
Bitrichia 2 X X
R Dinobryon | 5| X ~ [ X X X X
Dinobryon diverg — 1 1
Kephyrion 1 1 x
DIATOMOPHYCEAE |
o amproral 1] x| B I
Asterionella formosa 6 - X o XX X . X 1
Cyclotelia radiosa 4 X X 2 X
Cymbella 3 X X X
Fragilaria 10] X X X - X X X X X X X
Fragilaria cr i 1
Avulacoseira 4| X 1 2 X
Navicula 6 X X X X X X
Nizschia | 4 X X x| x |
Rhoicosphenia 1 | X
Stephanodiscus 13| X X X X X X x' X X X X X X
phanodis aea o1 1 1 2 ' i
Synedra 1 X
CHLOROPHYCEAE
Ankyra | 10 X X X X X X X X X X
Ankystrodesmus 2 X X
Chlamyd 1 N 1 X
Chlorella 7 X | X X X . | X X X
Closterium 13| X X x! X X X x x' X X X X X
| - T
| Closterium aciculare | 1 1
rrrrr Coelastum | 4 i x X X X
_ Cosmarium 5 X ) o 1 x X X X
Cosmarium subpr i 1
____ Crucigena tetrapedia | 8| X X X 1 1 X X X
o Elakatothryx 6| X . X X X X X
lenkini 1 X
Kirchnerielf 4 X X X X
Lagerhemia | 2. S X X
— Mougeotia 2 X X
Nephrocytium 1 X
Qocystis sp. 10, X X X x 4 3 1 1 X
Pediastrum 11 X X X X X X X X X X
Scenedesmus 12] X X X X X X X X X X X|
linearis 1
Sphaerocyslis lacustris 5 X 1 1 1 X 1
Staurastrum 11 X X| X X X X X X X X X
Tetraedron 3 X : X X
Total des genres/prélévement 25 !5} 14, 14 16 16 17, 20 23 26 24 17 11

Tableau 2. Présence (X) /absence des genres observés entre le 7.12.1988 et le 30.11.1989. Les
genres Peridiniopsis et Peridinium, souvent difficiles & départager lors des comptages, ont
été regroupés.

Certains genres, mais aussi des espéces au sein d’un genre (par exemple Scenedesmus
linearis) sont remarquables par leur abondance et ont été notés comme suit: 1: densité
pouvant atteindre 10 a 99 cellules/ml. 2: 100 a 999 cellules/ml. 3: 1000 a 9999 cellules/ml.
4: densité supérieure a 9999 cellules/ml. Les taxa notés par X ont une abondance inférieure
a 10 cellules/ml.
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des stations d’épuration sur le bassin versant du lac. Dans le lac de Nantua
(France), cette cyanobactérie a disparu (en tout cas dans 1’épilimnion) a la
suite de travaux d’assainissement (FEUILLADE 1985). Dans ce lac, en été,
des que les eaux épilimniques sont carencées en azote, cette espéce se réfugie
en profondeur vers des régions plus fertiles (cette carence a pour effet
d’augmenter la densité des cellules d’Oscillatoria rubescens). 11 nous faut
également signaler la présence de cette espéce depuis de nombreuses années
dans le lac de Joux, Haut-Jura, Vaud (BOSSET 1981, REYMOND et LANG
obs. pers.).

Aphanizomenon flos-aquae (L.) Ralfs est toujours discréte dans les
relevés. Elle peut cependant proliférer et former des boues sur la rive du lac
de Morat, comme a la fin de ’automne 1991. Au lac de Neuchatel de fortes
invasions ont été observées dans les années soixante, aprés les premiéres
fleurs d’eau a Oscillatoria rubescens (WUTHRICH 1962). Cette espece est
connue pour sa capacité de fixer I’azote moléculaire gréce a ses héterocystes
(KOoHL & NICKLISCH 1988, ROUND 1981), c’est-a-dire de proliférer lorsque
I’azote est limitant et que plus aucune concurrence n’existe pour 1’acqui-
sition des surplus de phosphore (UEHLINGER 1981). Alors qu’en principe, le
phosphore limite la production primaire dans les lacs carbonatés, on
observe des cas de limitation par 1’azote, lorsque les eaux sont surchargées
en phosphore. C’est le cas de lacs recevant beaucoup d’eaux usées non
traitées ou qui subissent un fort impact agricole. Dans le Haut-Jura, le lac
des Tailleres (prés de La Brévine, Neuchitel) est affecté par ce genre de
pollution agricole. Dés 1983, chaque année en fin d’été, Anabaena solitaria
fo. planctonica (Brunnth.) Komadrek, une autre cyanobactérie fixatrice
d’azote gazeux, a provoqué des fleurs d’eau avec dépdt littoral de boues tres
colorées et odoriférantes. C’est seulement a la suite de mesures prises contre
les excés de fumures & proximité du lac et le maintien de son niveau proche
de la cote maximale (directives du Service cantonal de la protection de
I’environnement, Neuchétel), que ces fleurs d’eau ont diminué en intensité
jusqu’en 1990, ont disparu en 1991 et n’ont que coloré légérement 1’eau en
1992.

Rhodomonas sp. est présent presque toute I’année, avec un maximum
d’abondance d’environ 1400 cellules/ml le 23.3.89. Par sa petite taille c’est
une algue qui fait partie du nannoplancton. L’abondance de cette fraction
du phytoplancton, représentée également ici (Tab. 2) par Cryptomonas sp.
et Oocystis sp. est une marque d’eutrophie. Dans de tels régimes trophiques,
c’est surtout cette fraction, grace a sa bonne flottabilité, qui assure la crois-
sance du zooplancton herbivore dans la zone épilimnique (POURRIOT ef al.
1982, REYNOLDS 1986, SOMMER 1986).

Stephanodiscus neoastraea Hakansson est la diatomée la plus abondante
des présents relevés (Tab. 2). Visible tout au long de ’année, elle atteint sa
densité maximale le 9.3.89 avec 125 cellules/ml. Elle avait vraisembla-
blement été répertoriée par CHODAT (1897) et RIVIER (1936) sous le nom de
S. astraea.

Plusieurs espéces de Stephanodiscus dominent le phytoplancton des lacs
a hautes teneurs en électrolytes, eutrophes ou trés pollués (BUERGI 1976,
ENNIS ef al. 1983, HAKANSSON 1989, KLEE et STEINBERG 1987, KRAMMER



& LANGE-BERTALOT 1991). Le maxima printanier (et parfois automnal) de
ces especes et des diatomées en général, est lié a leur forte compétitivité pour
I’acquisition du phosphore et leur fort pouvoir de multiplication (ROUND
1981, UEHLINGER 1981) pendant et vers la fin de circulation des eaux,
lorsque les fertilisants sont amenés en surface et que suffisamment de sili-
cates sont a disposition.

Une étude de WUTHRICH (QUARTIER 1948) est consacrée a la diatomée
Tabellaria fenestrata auct. non (Lyngbye) Kiitz., alors abondante dans les
lacs de Morat, Neuchatel et Bienne. Il s’agit probablement de Tabellaria
Sflocculosa (Roth) Kiitz., comme dans le lac de Neuchatel, mais la vérifi-
cation n’a pas pu étre faite, car le matériel original ne se trouve pas dans la
collection Wuthrich. Cette espéce n’apparait plus dans les relevés actuels.
Elle se développe plutdét dans les lacs oligotrophes & meésotrophes
(KRAMMER & LANGE-BERTALOT 1991).

Oocystis sp. est particulierement abondant pendant les mois de juin et
juillet 1989 avec un maximum de 31000 cellules/ml le 20.6.89. Cet orga-
nisme ainsi que son pullulement (Tab. 2) n’est mentionné dans aucun des
rapports antérieurs. Il est cependant possible que par sa taille inférieure a
10 um, cette algue ait autrefois échappé aux prélévements réalisés au filet.

Spirogyra sp. est déja mentionnée par RIVIER (1936). Cette algue
n’apparait pas dans nos relevés 1988-1989, mais par contre s’est développée
en grande quantité en juin 1992. Cette chlorophycée filamenteuse est géné-
ralement benthique. Elle peut cependant tellement proliférer qu’elle forme
la masse principale du phytoplancton et recouvre d’une gelée verte les filets -
de fond des pécheurs. Le développement massif d’espéces périphytiques ou
benthiques dans le phytoplancton est un signe majeur d’eutrophie (KUHN et
al. 1981).

L’état trophique du lac de Morat

Les auteurs qui ont étudié le lac de Morat au siécle passé, et pendant la
premiere moitié de ce siécle, en particulier RIVIER (1936), ont qualifié son
état d’eutrophie, sur la base de la zone hypolimnique désoxygénée ou sur la
base des fleurs d’eau réguliéres a Oscillatoria rubescens. Cette eutrophie est
d’origine géomorphologique, elle correspond a la définition de THIE-
NEMANN (1925) et NAUMANN (1932): lac de plaine a fond plat, qui regoit
beaucoup de nutriments d’un grand bassin versant et dont le volume de la
zone trophogene est grande par rapport a celui de la zone tropholytique.
Plus récemment, une étude de "TEAWAG (1960) montre sa richesse en phos-
phore, propose des mesures d’assainissement, puis NOEL & FASEL (1989),
LIECHTI (1989), signalent une diminution de sa charge phosphatée, mais le
qualifient encore d’eutrophe a cause des excés de ce fertilisant majeur
(VOLLENWEIDER 1976). Malgré cette diminution du taux de phosphore,
LANG & REYMOND (1993) montrent que les communautés benthiques
d’oligochetes n’ont pas changé pendant la période 1980 & 1991, elles sont
toujours formées d’especes adaptées a 1’eutrophie, c’est-a-dire a de fortes
teneurs en matiéres organiques et a de fortes dépressions d’oxygéne dissous.

La succession phytoplanctonique annuelle présentée ici témoigne de cette
richesse nutritive par la dominance de Stephanodiscus neoastraea, I’impor-



tance du nannoplancton a Rhodomonas sp., Cryptomonas sp. et Oocystis
sp., les développements massifs de Spirogyra sp. et le fait que plusieurs déve-
loppements massifs d’algues se suivent pendant 1’été (POURRIOT ef al.
1982). D’autre part les fleurs d’eau a Aphanizomenon flos-aquae font
penser que la charge phosphatée est encore excessive, que méme I’azote peut
étre parfois limitant. Cela correspond a une eutrophie non seulement typo-
logique mais aussi a un déséquilibre qu’on peut attribuer a I’'impact humain.
La disparition de Tabellaria fenestrata confirme cette interprétation, ainsi
que I’essentiel du cortége d’espéces observées (Tab. 1), qui sont plutdt carac-
téristiques de milieux mésotrophes a eutrophes. Il est a remarquer que le
maxima de Cyclotella radiosa (espéce rencontrée plutot dans des conditions
oligo-mésotrophes) est estival, c’est-a-dire qu’il apparait lorsque 1’épilim-
nion a perdu la plus grande part de ses fertilisants.

Ces interprétations quant a la richesse nutritive des eaux du lac con-
firment les mesures chimiques et les observations algologiques faites sur le
littoral (STRAUB 1982, 1989). Ses eaux sont les plus riches en fertilisants des
quatre lacs subjurassiens (dans I’ordre décroissant: Morat, Loclat, Bienne
et Neuchitel). Le périphyton épilithique est trés développé, envahi par
Cladophora sp. et par les petites diatomées a grande amplitude écologique
et & fort pouvoir de multiplication telles Amphora pediculus (Kiitz.) Grun.,
Achnanthes minutissima Kiitz., Fragilaria construens fo. venter (Ehr.)
Hust., Navicula reichardtiana Lange-Bertalot et Navicula cryptotenella
Lange-Bertalot.

En conclusion, on peut constater que I’abaissement du taux de phosphore
ne semble pas encore suffisant pour contrdler les populations d’algues. A
moyen terme, on peut espérer que la tendance se poursuive, effet de I’inter-
diction des phosphates dans les lessives, malgré la vocation maraichére
d’une grande partie du bassin versant du lac. Cela devrait limiter les fleurs
d’eau et permettre au lac de retrouver son état d’eutrophie équilibrée propre
a son statut géographique et géologique.
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Résumé

Pendant une année (12.1988-11.1989), 13 prélévements d’eau ont été réalisés a
intervalle d’un mois environ. L’examen du phytoplancton a permis d’établir une
liste de 68 taxa. Stephanodiscus neoastraea, Rhodomonas sp. et Oocystis sp. consti-
tuent les taxa les plus abondants, les deux premiers en mars, ¢t le troisi¢me en juin.
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Aphanizomenon flos-aquae ainsi que Spirogyra sp. peuvent également étre trés
abondants. Oscillatoria rubescens, trés abondante autrefois n’a pas été observée
présentement. La liste du phytoplancton est accompagnée de celles réalisées anté-
rieurement par CHODAT (1897), BACHMANN (1901) et RIVIER (1936). Une interpré-
tation de I’état trophique du lac est proposée.

Zusammenfassung

Das Phytoplankton vom Murtensee zwischen 1988-1989: Vergleich mit friiheren
Angaben. Wihrend eines Jahres (12. 1988 bis 11. 1989) wurden 13 Proben von Phy-
toplankton monatlich erhoben, in welchen 68 Taxa erkannt wurden. Stephanodiscus
neoastraea, Rhodomonas sp. und Oocystis sp. sind die reichhaltigsten Taxa, die
beiden ersten im Mérz und das dritte in Juni. Aphanizomenon flos-aquae und sogar
Spirogyra sp. konnen auch sehr reichhaltig sein. Oscillatoria rubescens, die friither
sehr reichhaltig war, wurde hier nicht mehr beobachtet. Die Phytoplanktonliste wird
mit jenen fritheren von CHODAT (1897), BACHMANN (1901) und RIVIER (1936) ver-
glichen. Eine Erlduterung des trophischen Status des Sees ist vorgeschlagen.

Summary

The phytoplankton of the Lake Morat in 1988-1989: comparison with previous
records. During about one year (12.1988-11.1989), 13 samples of phytoplankton
have been monthly collected and 68 taxa have been identified. Stephanodiscus
neoastraea, Rhodomonas sp. and Qocystis sp. were the most abundant taxa in
March, March and June respectively. It is also noted that Aphanizomenon flos-
aquae and Spirogyra sp. can also be very abundant. The previously abundant Oscil-
latoria rubescens was no more observed. The list of the present taxa is compared to
previous records by CHODAT (1897), BACHMANN (1901) and RIVIER (1936). An
interpretation of the trophic state of the lake is proposed.
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INTRODUCTION

Section Frigida Kusn. s. 1. refers to the circumscription of the section by
SMITH (1961) and PRINGLE (1978). They lumped section Isomeria Kusn.
with the section Frigida Kusn. both of which were recognized by
KusNEZOw (1895) in his first comprehensive monograph of the genus. But
some other authors split the group into several sections or even genera; for
examples, LOVE & LOVE (1972) established two genera for this group,
mainly according to the basic chromosome numbers (see below): the
monotypic Favargera Love et Love based on Favargera froelichii (Jan ex
Reichenb.) Love et Love (= Gentiana froelichii Jan ex Reichenb.) and
Gentianodes Love et Love which included all the other members of this
group. But, in their very recent revision of the classification of Gentiana L.,
Ho (1985) and Ho & Liu (1990) adopted a rather narrower concept for the
section and rejected the splitting of the group into different genera. They
recognized the sections Isomeria and Frigida of KUSNEZOW (1895) and esta-
blished three additional sections: Monopodiae T. N. Ho and Phyllocalyx T.
N. Ho, split from the section Frigida sensu Kusnezow, and Microsperma
T. N. Ho split from Isomeria sensu Kusnezow. The diagnostic characters of
these newly established sections were mainly the branching patterns, habits
and seed characters. For the sake of convenience, we follow their narrower
sections in the following discussion.

According to HO & L1u (1990), the section Frigida sensu Ho & Liu
consists of eighteen species distributed in the northern temperate area, from
Europe to Asia and North America, with a high concentration in the moun-
tainous regions of Southwestern China and Northeastern Burma (15
species). Two species, G. frigida Haenke and G. froelichii, are endemic to
the Alps, Carpathians and Southwestern Bulgaria. North America shares 2
species, G. algida Pallas and G. glauca Pallas with Northeastern and Eastern
Asia. The sections Monopodiae and Microsperma, consisting of 37 and 10
species respectively, are restricted to Eastern and Southeastern Asia and the
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Fig. 1. The sampling sites of the populations of Gentiana species examined and their cor-
responding chromosome numbers.

G. callistantha 2n = 26;
G. farreri 2n = 48;
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adjacent Himalayan area. The highest diversity occurs in the southwestern
provinces of China and the eastern Himalayan region. The monotypic
section Phyllocalyx includes only G. phyllocalyx C. B. Clarke found in the
Himalaya and Southwestern China.

Chromosome numbers have been reported for seven species and one
variety of this group, from Europe, Northeastern and Eastern Asia, and
North America (cf. Table 1). Among them, G. algida, the most widespread
species of this group, and G. glauca have been well studied. The numbers
reported for the whole group are of 2n = 24 for most species. Nevertheless,
a few species differ. Thus G. froelichii was always counted as having
2n = 42 chromosomes (FAVARGER 1965; LOVKA et al. 1971, 1972). It is
precisely based on this distinct number that LOVE & LOVE (1972) esta-
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TABLE 1.
The previous reports of chromosome numbers on Gentiana sect. Frigida s.l.
Taxon Origin Chrom. no. (2n) Reference
sect. Frigida s.s.
G. algida Siberia 24 KRASNOBOROV &
ROSTOVTSEVA (1975)
Siberia 24 KRASNOBOROY et al. (1980)
Tunkinsky Mt. 24 KROGULEVICH (1976)
Sayanskiy Mt. 24 KROGULEVICH (1978)
Colorado 24 LOVE & LOVE (1975)
Japan 24 SHIGENOBU (1984)
Altai 26 SOKOLOVSKAYA &
STRELKOVA (1938)
NE Yakutsk 24 YURTSEV & ZHUKOVA
(1982)
W Chukotka 24 ZHUKOVA (19672a)
unkown 26 ZHUKOVA (1967b)
Anyuy Mt. 24 ZHUKOVA (1980)
W Chukotskiy 24 ZHUKOVA & PETROVSKY
(1976)
G. algida var. Japan 24 SHIGENOBU (1984)
igaraskii
G. frigida Czechoslovakia 24 MURIN (1974)
Tatry Mt. 24 SKALINSKA (1951)
G. froelichii Slovenia 42 FAVARGER (1965)
Slovenia 42 Lovka et al. (1971, 1972)
G. glauca Alaska 24 DAWE & MURRAY (1979)
Alaska 24 JOHNSON & PACKER (1968)
Yukon 24 MULLIGAN & PORSILD
(1969)
Kamchatka 24 SOKOLOVSKAYA (1963,
) 1968)
W Chukotskiy 24 ZHUKOVA (1966)
Chukotskiy 24 ZHUKOVA (1969)
Yuzhnyy
Anyuyskiy Mt. 24 ZHUKOVA (1980)
Chukotka 24 ZHUKOVA (1982)
Chukotskiy 24 ZHUKOVA & TIKHONOVA
(1971)
G. romanzowii Kamchatka 24-26 SOKOLOVSKAYA (1963)
sect. Monopodiae
G. formosana Taiwan 26 Hsu (1968)
G. yakushimensis | Japan 26 SHIGENOBU (1984)

blished the genus Favargera typified on G. froelichii. In addition, G.
formosana Hayata (= G. davidii Franchet var. formosana (Hayata) T. N.
Ho) from Taiwan and G. yakushimensis Makino from Japan were found to
have 2n = 26 chromosomes (HSU 1968; SHINGENOBU 1984). Although
there is a high diversity of species, no observation has been made on the



Chinese and the Himalayan species, not even on some of the beautiful orna-
mental species such as G. sino-ornata Balf. f. and G. farreri Balf. f. which
were introduced in Europe more than 50 years ago.

Stenogyne Franchet is a poorly known section both taxonomically and
cytologically; nevertheless it has often been accepted (PRINGLE 1978; HO &
L1u 1990). According to the current circumscription of HO & LiuU (1990),
the section contains fourteen species: ten are completely restricted to South-
western China, two are relatively widespread in Northwestern and Central
China, one is extending to Eastern Burma from Southwestern China and
one is endemic to Thailand. None of them has been studied cytologically.
Chromosome numbers are completely unkown for this section.

Following our reports on sections Cruciata Gaudin (YUAN, in press) and
Chondrophyllae Bunge (KUPFER & YUAN, submitted), this paper contri-
butes additional chromosome data from China on the genus Gentiana.

MATERIALS AND METHODS

25 populations of 18 species were observed in this investigation. The
species names and populations, along with their origins and chromosome
numbers are listed in Table 2. The sampling sites are shown in Fig. 1. All the
voucher specimens were deposited in the herbaria of the University of
Neuchatel, Switzerland (NEU) and of Lanzhou University, China (LZU).
Seeds and flower buds were collected in the field and the flower buds were
fixed with Carnoy. Chromosomes were observed either from mitosis in
young ovaries and root tips germinated from seeds, or from meiosis of
pollen mother cells, as indicated in Table 2. For observations on mitosis of
root tips, the aceto-orcein squashing method was used and the procedure is
the same as in our previous reports (YUAN, in press). SNOW’s (1963)
method was employed for the observations of meiosis and ovary mitosis.

The terminologies for centromeric positions introduced by LEVAN et al.
(1964), the karyotype classification of STEBBINS (1971) and the karyotype
asymmetry indices defined by ROMERO ZARCO (1986) were followed.

RESULTS
1. Sect. Frigida s.l.

Most species of the section Frigida s. 1. have 2n = 24 or n = 12 chromo-
somes. This confirms their diploid level and the basic number of x = 12
(Table 2). This, for example, is the case for G. cephalantha Franchet ex
Hemsley, G. duclouxii Franchet, G. melandrifolia Franchet ex Hemsley,
G. regescens Franchet ex Hemsley, G. veitchiorum Hemsley, G. yunnanensis
Franchet, G. apiata N. E. Br. and G. nubigena Edgew. (Fig. 3-4, 6-7, 9 and
11-13). Tetraploid numbers were found for the first time for G. farreri and
G. sino-ornata with n = 24 (Fig. 5) and 2n = 48 (Fig. 8). Furthermore, the
basic number of x = 13 was also found in this group, in G. callistantha Diels
et Gilg and in G. delavayi Franchet, which were diploid with 2n = 26 (Fig.
2 and 10). According to Ho (1988), these two species belong respectively to
the sections Monopodiae and Microsperma (cf. Table 2).
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TABLE 2.
Origins of the materials examined and their chromosome numbers
Collection Locality Examined | Chromosome
Taxon number and altitude organs number
sect. Monopodiae
G. callistantha G173 Xiahe, Gansu, 2950m root 2n =26
G. cephalantha G135 Dali, Yunnan, 2800m ovary 2n=24
G. duclouxii G142 Kunming, Yunnan, 2050m | ovary 2n =24
G. farreri G045 Xiahe, Gansu, 2950m anther n=24
G156 Xiahe, Gansu, 2950m root 2n =48
G194 Magqii, Gansu, 3200m root 2n =48
G. melandrifolia | G137 Dali, Yunnan, 2100m anther n=12
G. regescens G090 Kunming, Yunnan, 2000m | anther n=12
G136 Dali, Yunnan, 2300m anther n=12
G144 Kunming, Yunnan, 2150m | anther n=12
G150 Kunming, Yunnan, 2200m | ovary 2n =24
G. sino-ornata G177 Magqii, Gansu, 3500m root 2n =48
G. veitchiorum G200 Xiahe, Gansu, 2950m root 2n =24
sect, Microsperma
G. delavayi G112 Lijiang, Yunnan, 2850m anther n=13
ovary 2n =26
G. yunnanensis G107 Lijiang, Yunnan, 2500m anther n=12
sect. Frigida s.s.
G. apiata G077 Taibaishan, Shaanxi, root 2n =24
3700m
G. nubigena G030 Magqii. Gansu, 3800m ovary 2n =24
sect. Stenogyne
G. expansa G117 Lijiang, Yunnan, 2850m root 2n =34
G. gentilis G152 Kunming, Yunnan, 2200m | anther n=21
G. pterocalyx G106 Lijiang, Yunnan, 2500m anther n=17
G. primuliflora G151 Kunming, Yunnan, 2200m | root 2n =42
G. rhodantha G091 Bijiang, Yunnan, 1500m ovary 2n = 46
G098 Lijiang, Yunnan, 2500m ovary 2n = 46
G143 Kunming, Yunnan, 2200m | ovary 2n = 46
G. striata G188 Liiqu, Gansu, 3050m root 2n = 46

Observations on meiosis in some species (cf. Table 2) indicated that both
the diploid species, e.g. G. yunnanensis, G. regescens, and the tetraploid
species such as G. farreri have regular pairing and segregation of homo-
logous chromosomes. Only bivalents were observed in the diakinesis of
these species. However, the meiosis of some species such as G. melandrifolia
and G. cephalantha are not synchronous, contrary to G. regescens and
G. yunnanensis where the meiosis are fairly synchronous.
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Karyotype analysis of selected species indicated that their chromosomes
were dominantly metacentric and therefore the karyotypes were rather
symmetrical, which can be seen from both the karyotype classification (1A
or 2A) and the asymmetry indices (A1 and Az2). The sizes of chromosomes
were small to medium (Table 3).

2. Sect. Stenogyne

In section Stenogyne, three different numbers were discovered (Table 2).
G. expansa H. Sm. and G. pterocalyx Franchet ex Hemsley had 2n = 34 and
n = 17 chromosomes (Fig. 14 and 16); their basic number therefore should
bex = 17. G. gentilis Franchet and G. primuliflora Franchet had n = 21 and
2n = 42 chromosomes respectively (Fig. 15 and 17); their basic number is
therefore probably x = 21. Whereas G. rhodantha Franchet ex Hemsley and
G. striata Maxim. had 2n = 46 and x = 23 (Fig. 18 and 19). All these
numbers are new for the section. Among them, x = 17 and 23 are also
recorded for the first time for the genus Gentiana. In addition, G. rhodantha
shows very specific heteropycnosis. Its chromosomes form very obvious
chromocentres which scatter in late prophase nuclei (Fig. 18).

The karyotypes of the section were more asymmetrical with a higher
proportion of submetacentric and acrocentric chromosomes. The classifi-
cation of karyotype was of 2A and 3A types. The karyotype asymmetry
indices further indicated that the asymmetry was mainly intrachromosomal,
that is, due to the difference between the arms of each individual chro-
mosome. The intrachromosomal asymmetry indices (A1) of G. expansa and
G. primuliflora were as high as 0.459 and 0.503 respectively, while their
interchromosomal asymmetry indices (Az2) were equal to or even slightly
lower than those of the members of other sections. Chromosome sizes of the
species of this section were smaller (Table 3).

DISCUSSION

Our results have documented chromosome numbers for the first time for
all the 18 species of Gentiana investigated and revealed two new basic
numbers, x = 17 and 23, for the genus. These two newly found numbers fill
the only gaps of the spectrum of chromosome numbers of Gentiana (YUAN,
in press; KUPFER & YUAN, submitted); thus a continuous series of gametic
chromosome numbers from 6 to 26 can be found in the genus, which
suggests rather complicated and reticulate relationships among the different
cytotypes. Both dysploidization and polyploidization were probably
important processes in the chromosome evolution of this genus. There is no
simple relationship between the chromosome numbers and classification,
because each basic chromosome number is not simply confined to a single
infrageneric group.

Referring to the section Frigida s.s., the basic number is dominantly
x = 12, with the exception of G. froelichii with x = 21 or x =7 (2n = 42).
Moreover, G. algida was generally found to have 2n = 24 chromosomes in
North America, Northeastern and Eastern Asia (cf. Table 1), except for the
two reports of 2n =26 by SOKOLOVSKAYA & STRELKOVA (1938) and
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TABLE 3.

Karyotype structures of some species of Gentiana sect. Frigida s.1. and
sect. Stenogyne

Length
Coll. range
Taxon No. Karyotype (um) | L/S| P |Twpe| Ai A2
G. callistantha | G173 | 2n = 2m(SAT)
+24m 1.8-3.111.70 | 0.00 | 1A | 0.176 | 0.143
G. sino-ornata | G177 | 2n = 40m + 8sm 2.0-3.1]1.52 | 0.13 | 2A | 0.298 | 0.130
G. veitchiorum | G200 | 2n = 18m + 6sm 2.7-4.411.63 | 0.00 | 1A | 0.306 | 0.131
G. apiata G077 | 2n = 20m +4sm 2.1-3.0(1.40 | 0.00 | 1A | 0.282 ] 0.103
G. expansa G117 | 2n = 2m(SAT) + 1.7-2.8 [ 1.69 | 0.29 | 2A | 0.459 | 0.134
+8m + 24sm
G. primulifiora | G151 | 2n = 12m+24sm+ | 1.4-1.9 | 1.40 | 0.71 | 3A | 0.503 | 0.095
+ 6st

L: length of the longest chromosome in a karyotype.

S: length of the shortest chromosome in a karyotype.

P: proportion of the chromosomes of which the arm ratio is higher than two in a karyotype.
Type: referring to the classification of karyotype of STEBBINS (1971).

Au1: the intrachromosomal asymmetry index defined by ROMERO ZARCO (1986).

Az: the interchromosomal asymmetry index defined by ROMERO ZARCO l.c.

ZHUKOVA (1967b). In section Monopodiae, in addition to the common
number for many species of 2n = 24 that was revealed by our investigation,
2n = 26 was also reported for G. formosana from Taiwan (HSU 1968),
G. yakushimensis from Japan (SHIGENOBU 1984) and G. callistantha from
Western China by our present investigation. So, both the basic number
x =12 and 13 are present and their relationships and taxonomic implica-
tions need to be confirmed by more studies. The situation in section Micros-
perma seems similar to that in section Monopodiae: the only two chro-
mosome reports on this section contributed by our present study show that
both x = 12 and 13 exist. Therefore, at least three different basic numbers,
x=12(67), 13, 21 (77), exist in section Frigida s.1.

LOVE & LOVE (1972) simply divided this group into two genera according
to their basic chromosome numbers: the monotypic Favargera with a basic
number of x = 7 (21?) based on G. froelichii, and Gentianodes with a basic
number of x = 6 (12?) including all the other members of sect. Frigida s.1.
However, some species such as G. delavayi which they included in their
x = 6 genus have in fact another basic number (x = 13). Additional careful
and critical reconsiderations of these groups are therefore necessary.

Furthermore, HO (1985) recognized smaller sections in this group. The
present investigation shows that these sections are also chromosomally poly-
basic. In particular, she recognized the section Microsperma mainly by its
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annual (or rather biennial) habit, but as demonstrated in section Chon-
drophyllae (KUPFER & YUAN, submitted), plant habits are not congruent
with chromosome numbers in the genus. The two annual species belonging
to the section Microsperma, G. delavayi and G. yunnanensis, also have
different basic numbers (x = 13 and 12 respectively).

Stenogyne is a poorly known section. Our present investigation took its
chromosome number into account for the first time and revealed numbers
very distinct from those of other members of the genus. In addition to the
numbers 2n = 42 and n = 21 of G. gentilis and G. primuliflora which have
been reported for the European G. froelichii of the section Frigida, the other
numbers of 2n = 34 or n = 17 of G. expansa, G. pterocalyx and 2n = 46 of
G. rhodantha and G. striata have not been recorded in the genus Gentiana
before. The higher and obviously secondary basic numbers x = 17, 21 and
23 suggest a specialized and isolated position of this section in the genus.
The karyotype data also supports that: all the species of the section analyzed
have rather small chromosomes and more asymmetrical karyotypes; their
intrachromosomal karyotype asymmetry indices are much higher than that
of others (Table 3). According to STEBBINS (1971, p. 90), there is a predo-
minant trend in flowering plants toward increasing asymmetry of the
karyotype. Therefore, from the point of view of chromosome number and
karyotype asymmetry, the section Stenogyne is a more advanced group than
the other sections of the genus.

In addition, we demonstrated previously that the common chromosome
numbers of G. aristata Maxim. and G. nivalis L. 2n = 14), G. squarrosa
Ledeb. and G. ferglouensis Hacq. (2n = 38) of sections Chondrophyllae and
Calathianae Froelich may have derived independently (KUPFER & YUAN,
submitted). This could also be the case for the 2n = 42 of G. primulifiora
and G. gentilis of the section Stenogyne revealed here and G. froelichii of
section Frigida reported previously (FAVARGER 1968; LOVKA et al. 1971,
1972), because the former two species are very isolated both morphologi-
cally and geographically from the latter. These phenomena suggest that the
same basic number may not necessarily indicate a monophyletic origin and
therefore, chromosome number cannot become a good criterion for classifi-
cation until the cytogenetic mechanism influencing the variation of chro-
mosome numbers in the genus Gentiana is well understood.
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Figs. 2-7. Chromosomes of Gentiana sect. Frigida s.1. 2. G. callistantha, mitotic metaphase of root-tip,
2n = 26; 3. G. cephalantha, mitotic prophase of ovary, 2n = 24; 4. G. duclouxii, mitotic prophase of
ovary, 2n = 24; 5. G. farreri, diakinesis, n = 24; 6. G. melandrifolia, meiotic anaphase I, n = 12; 7. G.
regescens, diakinesis, n = 12. —bar = 10 pm.



Figs. 8-13. Chromosomes of Gentiana sect. Frigida s.l. 8. G. sino-ornata, mitotic metaphase of root-tip,
2n = 48; 9. G. veitchiorum, mitotic metaphase of root-tip, 2n = 24; 10. G. delavayi, mitotic prophase of
ovary, 2n = 26; 11. G. yunnanensis, diakinesis, n = 12; 12. G. apiata, mitotic metaphase of root-tip,
2n = 24; 13. G. nubigena, mitotic prophase of ovary, 2n = 24. —bar = 10 pm.
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Figs. 14-19. Chromosomes of Gentiana sect. Stenogyne. 14. G. expansa, mitotic metaphase of root-tip,
2n = 34 (the dotted line indicates the chromosome which was broken by squashing); 15. G. gentilis, diaki-
nesis, n = 21; 16. G. pterocalyx, meiotic anaphase I, n = 17; 17. G. primuliflora, mitotic metaphase of
root-tip, 2n = 42; 18. G. rhodantha, mitotic prophase of ovary, 2n = 46; 19. G. striata, mitotic
metaphase of root-tip, 2n = 46; —bar = 10 pm except that in Fig. 15 the bar represents 20 pm.
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Résumé

Les nombres chromosomiques de 18 espéces appartenant aux sections Frigida
Kusn. s.l. (sect. Monopodiae T.N. Ho et sect. Microsperma T.N. Ho inclus) et
Stenogyne Kusn. du genre Gentiana sont mentionnés pour la premiére fois. Les
25 populations étudiées proviennent des montagnes de 1’ouest et du sud-ouest de
la Chine. Dans la section Frigida s.l., G. apiata N. E. Br., G. cephalantha Hemsley,
G. duclouxii Franchet, G. melandrifolia Hemsley, G. nubigena Edgew., G. regescens
Hemsley, G. veitchiorum Hemsley et G. yunnanensis Franchet offrent toutes la
méme valence chromosomique a 2n = 24 chromosomes; en revanche, G. callis-
tantha Diels et Gilg and G. delavayi Franchet possédent 2n = 26 chromosomes;
enfin, G. farreri Balf. f. et G. sino-ornata Balf. f. se sont révélés tetraploides a
2n = 48 chromosomes. La polyploidie est signalée pour la premiére fois dans la
section. Le découpage de la section Frigida s.l. par HO & L1U (1990) n’a pas conduit
a une meilleure adéquation des données caryologiques et morphologiques; chacune
des petites sections reste polybasique. Le sect. Frigida s.s. parait le plus homogéne,
toutes les espéces offrant 2n = 24, 3 ’exception de I’espéce européenne G. froeh-
lichii a 2n = 42.

Les données relatives au sect. Stenogyne sont fragmentaires et hétérogénes. G.
expansa H. Sm. et G. pterocalyx Hemsley ont 2n = 34 chromosomes; G. gentilis
Franchet et G. primulifiora Franchet offrent 2n = 42 chromosomes alors que G.
rhodantha Hemsley et G. striata Maxim. partagent un troisiéme nombre somatique,
2n = 46. Tous ces nombres sont nouveaux pour la section, les nombres 2n = 34 et
2n = 46 sont méme inédits pour le genre. Sur la base des données caryologiques, la
section Stenogyne parait relativement isolée au sein du genre. Elle contraste non
seulement par ses nombres chromosomiques somatiques relativement élevés, aux
relations phylétiques incertaines, mais aussi par ses chromosomes relativement petits
et ses caryotypes particuliérement asymétriques.

L’ensemble de nos données récentes (YUAN, in press; KUPFER & YUAN,
submitted) ont montré que le genre Gentiana possédait une série continue de
nombres gamétiques de n = 6 a n = 26. La polyploidie et la dysploidie ont donc
participé d’une maniére particuliérement intense a I’évolution du genre. D’une
maniére générale, 1’identité de nombres chromosomiques entre deux espéces du
genre Gentiana n’indique pas nécessairement une parenté étroite mais reléve sans
doute, dans plusieurs cas, d’homoplasies. L’interprétation des données caryolo-
giques nécessite donc une extréme prudence et implique I’étude paralléle des carac-
téres morphologiques, biochimiques et phytochimiques.

Summary

Chromosome numbers are documented here for the first time for 18 species
including 25 populations of Gentiana sect. Frigida Kusn. s.l. and sect. Stenogyne
Kusn. from the high altitude regions of Western and Southwestern China. In the
sect. Frigida s.l., G. apiata N. E. Br., G. cephalantha Hemsley, G. duclouxii
Franchet, G. melandrifolia Hemsley, G. nubigena Edgew., G. regescens Hemsley,
G. veitchiorum Hemsley and G. yunnanensis Franchet all had 2n = 24 chro-
mosomes; whereas G. callistantha Diels et Gilg and G. delavayi Franchet had
2n = 26 chromosomes; G. farreri Balf. f. and G. sino-ornata Balf. f. were
tetraploids with 2n = 48 chromosomes. The tetraploid number 2n = 48 was found
for the first time for the section. In sect. Stenogyne, G. expansa H. Sm. and
G. pterocalyx Hemsley had 2n = 34 chromosomes; G. gentilis Franchet and G.
primuliflora Franchet had 2n = 42 chromosomes; G. rhodantha Hemsley and
G. striata Maxim. had 2n = 46 chromosomes. All these chromosome numbers were
found for the first time for the section, among them 27 = 34 and 2n = 46 were new
numbers for the genus. Systematic relationships of these species are discussed on the
basis of their chromosome numbers.
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Laboratoire de chimie des organométalliques et de catalyse homogéne de
I’Institut de chimie de I’Université de Neuchatel.

INTRODUCTION

Les thiourées englobent une famille de composés qui dérivent par substi-
tution des atomes d’hydrogéne du composé de base SC(NH,),. Les thiou-
rées présentent un effet anticorrosif et quelques-unes de ces substances
peuvent étre employées pour protéger des surfaces métalliques (OzA et al.
1985, AGRAWAL et NAMBOODHIRI 1990, FONDA et SKAWAGFEH 1991).
L’inhibition de corrosion exercée par les thiourées a été attribuée a
I’adsorption de ces molécules a la surface métallique, mais les modes d’in-
teraction sont encore inconnus (OzA et al. 1985).

Dans le but d’étudier le mécanisme de coordination des thiourées a
plusieurs atomes métalliques, nous avons choisi, en tant que modéle molé-
culaire d’une surface métallique, le dodécacarbonyltriruthénium. Les résul-
tats d’une étude de réactivité des thiourées SC(NH,),, SC(NHR), (R = Me,
Et, iPr, 'Bu) et SC[N(CHS,),], vis-a-vis du complexe Ru;(CO),, et les modes
de fragmentation de ces molécules dans la sphére de coordination muli-
centre sont présentés.

Activation N-H

La réaction de Ru;(CO),, avec la thiourée et ses dérivés N, N’-diméthyli-
que et N, N’-diphénylique se déroule déja a température ambiante: dans les
clusters (u,-H)Ru3(CO)o(u-n,-RINCSNHR?) (fig. 2, composé 1: R'=R?=H,
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fig. 2, composé 2: R!=R2=Me, fig. 2, composé 3: R!=R?=Ph) formés, un
ligand p;-n’-thiouréato ponte une ossature métallique triangulaire; I’atome
de soufre lie deux atomes métalliques alors que 1’un des deux atomes d’azote
est coordonné d’une maniére terminale au troisieme atome de ruthénium.
Un ligand hydrure, qui a été séparé de la thiourée par activation N-H, ponte
les atomes métalliques coordonnés au soufre (BODENSIECK ef al. 1990a).

Activation C-S

En faisant réagir le Ru;(CO),, avec du SC(NHELt), et du SC(NHPr),, on
n’obtient pas seulement le complexe trinucléaire analogue (u,-H)Ru;(CO)s-
(u-n,-EtNCONHE??) (fig. 2, composé 4), mais aussi les clusters tétranu-
cléaires (fig. 3) Ru,(CO)4(1,-CO);(14-S),[C(NHR),]? (5: R=Et, 7: R=Pr)
et Ruy(CO);(1,-CO);(n4-S),[C(NHEL),] (6: R=Et, 8: R='Pr). De plus, le
cluster hexanucléaire Rug(CO),,(1t,-CO),(1s-S)(13-n*-EtNCNHEt)(u-n?2-
EtNCSNHEt) (9) est formé en petites quantités par la réaction avec la
diéthylthiourée. Les atomes de soufre, comme des ligands dialkyldiamino-
carbéniques, résultent d’une rupture de la liaison C-S de la thiourée
employée.

Les clusters tétranucléaires 5-8 (fig. 3) ont une ossature métallique pres-
que plan-carré, rattachée par deux ponts p,-soufre. L’arrangement de ces
ligands carbéniques dans 5 et 7 est étonnant: ils ne sont pas seulement coor-
donnés a des atomes de ruthénium voisins, mais ils sont aussi alignés dans
la méme direction. Pour 6 et 8 (fig. 3), un ligand carbénique est remplacé
formellement par un ligand carbonyle (BODENSIECK ef al. 1992b).

Dans le complexe 9, les six atomes de ruthénium sont arrangés en forme
de bateau: les deux arétes opposées d’un trapéze presque plan formé par
quatre atomes métalliques sont pontées par des atomes de ruthénium.
Ces atomes sont alignés du méme c6té du trapéze. Les bords pontés de
cette maniére ont des distances métal-métal remarquablement longues
[3.081(3) A, 3.231(3) A]. Du co6té tourné vers les ponts de ruthénium, le
trapéze est coiffé par un ligand de p,-soufre. De I’autre cdté, 1’ossature
métallique est pontée par un ligand p;-n?-diéthylthiouréato et par un ligand
us;-n?-diéthyldiaminocarbénique. L’atome de soufre du ligand thiourée lie
une aréte du trapéze sous forme de pont, alors qu’un atome d’azote est coor-
donné a I’atome de ruthénium qui recouvre ce bord. Le ligand diaminocar-
bénique est coordonné d’une maniére semblable: un atome d’azote est
us;-ponté au bord opposé et I’atome de carbone du ligand carbénique est
u,-ponté au ruthénium restant (BODENSIECK ef al. 1993).

La réaction du Ruy(CO),, avec la tétraméthylthiourée dans le THF a
reflux conduit aux complexes tétranucléaires Ru,(it,-CO),(CO),(u4-S),-
[C(NMe,),], (fig. 3, composé 10) et Ru,(u,-CO),(CO)s(14-S),[C(NMe,),]
(11), analogues a 5-8 (BODENSIECK ef al. 1992d).

Sous pression de méthane et en utilisant le Ru;(CO);, en exceés, on
obtient, par contre, le cluster pentanucléaire anionique [(u,-H)Ru’(u,-CO);-
(CO);1(ng-S)] (fig. 4, composé 12). L’anion est facilement précipité sous
forme de sel de tétraméthylformamidinium dans une solution concentrée de
dichlorométhane du mélange réactionnel. En essayant de cristalliser 12
en présence de [N(PPh;),]Cl, le complexe se déprotone pour former le dia-
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nion [Rus(p,-CO),(CO)»(14-S)]1* (13). Le composé neutre (p,-H),Rus(u,-
CO),(CO)y, (14-S) (14) peut étre obtenu par protonation: en ajoutant HBF,
a une solution diluée de 12, le cluster neutre 14 précipite quantitativement.
Dans des solvants apolaires, la solubilité de 14 est faible. Dans des solvants
polaires comme le THF, par contre, 14 est dissous en formant spontané-
ment 12. Tous les trois clusters possédent la méme ossature: L.’analyse aux
rayons X de 13 montre un arrangement pyramidal carré de cinq atomes de
ruthénium. Le c6té ouvert de la pyramide est coiffé par un atome de soufre,
ce qui conduit ainsi a une géométrie pseudooctaédrique (BODENSIECK ef al.
1992a).

Si la réaction du Ru,(CO),, avec le SC(NMe,), sous pression de méthane
est exécutée en utilisant un excés de thiourée, elle ne conduit pas a 12, mais
a I’anion hexanucléaire [(u;-H)Rug(CO);s(ns-S);]- (fig. 4, composé 15).
Comme 12, I’anion 15 cristallise sous forme de sel de tétraméthylformami-
dinium dans une solution concentrée de dichlorométhane. L’anion 15
comporte une ossature métallique hexanucléaire presque planaire formant
un grand triangle. Celui-ci est composé de quatre petits triangles. Quant a
eux, les trois triangles périphériques sont pontés par des ligands p,-soufre,
le triangle central est coiffé par un ligand p;-H. Tous les trois atomes de
soufre se trouvent du méme c6té du plan métallique, tandis que I’hydrure est
coordonné de I’autre ¢6té du coeur métallique (BODENSIECK ef al. 1991).

Activation C-H

D’autres types de clusters sont formés dans la réaction de Ru,;(CO);,
avec la N, N’ -ditertiobutylthiourée (fig. 5): dans les produits (u,-H)Ru;(CO),
(15-S)-(M*-CH,CMe,NHCNH!'Bu) (16) et (u,-H)Ru;(CO)y-[113-SRu(CO);
(W?>-CH,CMe,NHCNH!Bu)] (17) non seulement une rupture de la liaison C-
S de la thiourée est observée, mais en plus, la liaison C-H d’un groupe tertio-
butyle est additionnée de maniére oxydante a un atome de ruthénium. Cette
activation C-H a lieu dans I’obscurité et a température ambiante. L’ossature
métallique de 16 consiste en un triangle de ruthénium qui lie les fragments
de la thiourée employée: I’atome de soufre coiffe le triangle, pendant que
I’atome de carbone du groupe carbénique et I’atome de carbone d’un groupe
tertiobutylique sont coordonnés a un des atomes de ruthénium. Dans 17,
I’ossature du cluster consiste aussi en un triangle de ruthénium qui est coiffé
par un atome de soufre. Contrairement a 16, le ligand n2-diaminocarbé-
nique est attaché a un quatriéme atome de ruthénium coordonné au ligand
soufre, qui est ainsi coordonné a quatre atomes de ruthénium de maniere
pseudo-tétraédrique (BODENSIECK ef al. 1990b).

L’irradiation UV d’une solution de Ru;(CO),, et SC(NMe,), dans le
THF a température ambiante conduit a la formation de (u,-H)Ru3(CO),
[us- SRu(CO)3 (m?- CHZNMeCNMez)] (18). Le complexe 18 est un dérive
de 17 et contient un métallacycle 3 quatre atomes, Ru- CH,-NMe- -CNMe,
(BODENSIECK ef al. 1992d).

Dans les conditions thermiques modérées (THF, reflux), la réaction du
Ru;(CO),, avec du SC(NMe,), donne non seulement des traces de 18 mais
aussi les complexes (u-H)Ru,;(CO)g(1;-S)(M>-CH,NMeCNMe,) (19) et
w,H)Ru;(CO)g(13-S) (1,-n*-CH,NMeCNMe,) (20). Le complexe 19, sensible
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a la lumicre, est un dérivé de 16; il est seulement isolé si la réaction est
réalisée dans I’obscurité. Son isomeére 20, par contre, est stable a la lumiére.
Dans le cas de 20, un ligand méthylénetriméthyldiaminocarbéne relie deux
atomes de ruthénium (BODENSIECK ef al. 1992d).

Activation C-N

En augmentant la température a 140°C, la réaction du Ru,;(CO),, avec
le SC(NMe,), produit les nouveaux clusters (fig. 6) Ru,(CO),,-(1,-CNMe,)
(13-S)[13-SRu(CO);(n*-CH,NMeCNMe,)] (21), Rus(CO);;(u,-CNMe,),-
(14-S); (22) et Ruy(p,-CO)3(CO)4(14-S),(n*-Me,NCNMeCH,CNMe,) (23).
Ces composés résultent entre autres de la rupture d’une liaison C-N de la
thiourée employée.

L’ossature de 21 consiste en quatre atomes de ruthénium arrangés d’une
maniere «papillon». Les cOtés ouverts de ce cluster sont pontés par deux
atomes de p,-soufre. La base de I’ossature du cluster porte un ligand
diméthylaminocarbynique pontant. Comme dans 18, un atome de ruthé-
nium supplémentaire, portant un ligand n?>-CH,NMeCNMe,, est coor-
donné a I’'un des deux atomes de soufre. Dans le composé 22, cinq atomes
de ruthénium constituent un squelette métallique qui est complété par deux
ligands p;-soufre pour donner une bipyramide pentagonale déformée.
Deux arétes de 1’ossature métallique sont pontées par des ligands p,-dimé-
thylaminocarbynique. Dans le cas 23, quatre atomes de ruthénium forment
une ossature presque plan-carré, pontée des deux cdtés par des ligands
us-soufre. Contrairement aux autres clusters de ce type présentés jusqu’ici,
un ligand dicarbénique bidenté est lié 4 un des atomes métalliques (BODEN-
SIECK ef al. 1992c¢).

CONCLUSION

La réaction d’une série de thiourées sur le dodécacarbonyltriruthénium a
conduit a une diversité déconcertante de produits, dont la caractérisation
structurale n’a pas seulement révélé différents modes de fragmentation des
thiourées sur une surface métallique, mais aussi de nouvelles structures de
I’ossature métallique de complexes oligonucléaires. Notamment les nou-
veaux complexes hexanucléaires qui ont été synthétisés dans le cadre de cette
étude séduisent par 1’esthétique de leurs architectures moléculaires.

Résumé

La fragmentation des thiourées sous I’influence de plusieurs atomes métalliques
a €té démontrée. Réagissant avec le dodécacarbonyltriruthénium, les molécules de
thiourées se désintégrent par activation des liaisons N-H, C-S, C-H ou C-N; les frag-
ments résultant sont fixés & des atomes de ruthénium, ce qui donne naissance a de
nouveaux complexes oligonucléaires comprenant des coeurs métalliques intéres-
sants.
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Fig. 2 — Activation N-H de la thiourée et des dérivés diméthylique, diphénylique et
diéthylique sur le dodécacarbonyltriruthénium
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et tétraméthylique sur le dodécacarbonyltriruthénium



Fig. 4 — Composés isolés de la réaction d’activation C-S de la tétraméthylthiourée sur le

dodécacarbonyltriruthénium



86 —

81 Lt
s\ w_:
\ :mﬂ:_._ \ mﬂ.:
W:m_ I:\mﬂl W:ml..l I:mn\l
/m\ /w\
|3 B
Sl Ny S 0 EHO)
=5 N—aW - S
/ /o e / //olzI
| S’
23NN (*HO)OHN
0z 6l 9l
“H \y Dy 2
9} Uﬂ—x— —._m.ll-l—.._ N—..._ H H
wm/A _._/_"_\ S \ :m_\o/z 9°H U:mh “../_a\m_\o/\o%fov
9 —nNY - i s N
> I\lnlsm\\l SNEHD) 7 /_ \ \ N S N9_NH
/m “*HOIN T
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Summary

It has been shown that thioureas decompose in the reaction with dodecacarbonyl-
triruthenium under the influence of several metal atoms. This fragmentation occurs
under activation of N-H, C-S, C-H or C-N bonds; the resulting fragments are fixed
to ruthenium atoms and give rise to the formation of novel oligonuclear complexes
containing interesting metal cores.

Zusammenfassung

Es wurde gezeigt, dass Thioharnstoffe bei der Umsetzung mit Triruthenium-
dodecacarbonyl unter dem Einfluss mehrerer Metallatome in verschiedenartige
Bruchstiicke zerfallen. Diese Fragmentierung verlduft unter Aktivierung von N-H-,
C-S-, C-H- oder C-N-Bindungen des Thioharnstoffmolekiils; die Bruchstiicke
werden an Rutheniumatomen fixiert und geben Anlass zur Bildung iiberraschend
neuartiger Mehrkernkomplexe mit interessanten Metallgertiststrukturen.
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BERNARD CLOT
AVEC 2 DIAGRAMMES ET 1 TABLEAU

INTRODUCTION

Cet article présente les résultats des analyses aéropalynologiques effec-
tuées a Neuchétel et & La Chaux-de-Fonds en 1992, au cours desquelles le
pollen de 45 taxons et les spores de 3 genres de deutéromycetes ont été
reconnus et comptés.

MATERIEL ET METHODES

La méthode de travail et ’emplacement des capteurs sont identiques a
ceux de 1990 (CLoT B., 1991, Analyse aéropalynologique & Neuchétel et a
La Chaux-de-Fonds en 1990, Bull. Soc. Neuchdtel. Sci. Nat. 114:139-144).

Les analyses ont été effectuées:

— a Neuchatel du 10 février au 11 octobre (pannes: 17-18.2 et 19.7),
— a La Chaux-de-Fonds du 2 mars au 4 octobre (pannes: 21.6, 20.9 et

24-30.8).

M.-L. Thossy, V. Pierlot et Y.-M. Yuan ont collaboré au travail
d’analyse en 1992.

RESULTATS ET DISCUSSION

La synthése des résultats journaliers est présentée au moyen d’un
diagramme pour chaque station (Neuchétel et La Chaux-de-Fonds).

Un tableau présente les dates d’apparition, ainsi que la date et la densité
maximale dans I’air, du pollen des principaux taxons sources d’allergies.

La floraison des différentes espéces a eu lieu a des dates moyennes par
rapport a nos 14 années de mesures.

La densité dans I’air du pollen de bouleau a atteint des valeurs exception-
nellement élevées du 13 au 27 avril. L’intense pollinisation du pin et de
I’épicéa a été remarquée par tous, puisque du 14 au 19 mai tout le pays €tait
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recouvert d’une fine poussiére jaune. Le pollen des chénes était également
trés abondant aux mémes dates. Les graminées ont par contre été assez
discrétes cette année. Le pollen d’ambroisie, taxon d’origine américaine qui
se répand rapidement en Europe, est chaque année plus abondant dans
notre air. Cette situation est inquiétante, car les allergénes qu’il contient
sont trés actifs, et de nombreuses personnes y sont déja sensibles dans la
région neuchdteloise (Dr M. JAKUS, comm.pers.). Un individu d’Ambrosia
elatior a d’ailleurs été trouvé prés de Neuchatel en 1992 par Mme DUCKERT-
HENRIOD, alors que cette plante n’était plus mentionnée dans le canton
depuis plusieurs années.

L’organisation des recherches aérobiologiques en Suisse sera modifié¢e
dés 1993. L’analyse des données sera réalisée dans deux centres, a Zurich et
Neuchiétel (a Institut de Botanique), sous I’égide de I’Institut Suisse de
Météorologie.

TABLEAU

Dates d’apparition et densité maximale dans I’air du pollen des
principaux taxons sources d’allergies

Date de la Date de la Densité maximale dans ’air
premiere derniére Grains par
Taxon apparition apparition Date m?3 d’air

Alnus NEU | 7?7 14 avril + 7 mars 130

CDF | 7?7 27 avril — —
Corylus NEU | ?? 9 avril + 1er mars 260

CDF | 7?7 10 avril 3 mars 75
Fraxinus NEU | 24 mars 28 mai 22 avril 228

CDF | 30 mars 14 mai 12 avril 60
Betula NEU 9 avril 24 mai + 22 avril 1750

CDF 8 avril 23 mai 22 avril 65
Carpinus NEU | 11 avril 8 mai 20 avril 73

CDF 8 avril 3 mai — -
Gramineae | NEU | 25 avril 4 oct. 16 juin 140

CDF | 18 mai 25 sept. 28 juin 120
Quercus NEU | 4 mai 11 juin 10 mai 520

CDF 8 mai 29 mai 16 mai 185
Urtica NEU 4 mai 15 aofit plusieurs 75

CDF | 15 juin 13 sept. dates 45
Artemisia | NEU | 23 juil. 18 sept. — abondant

CDF | — — - localement
Ambrosia | NEU | 21 aofit 14 sept. 28 aofit 60

CDF 2 sept. 14 sept. — —

NEU = Neuchétel 77 = déja présent au début des analyses
CDF = La Chaux-de-Fonds — = peu fréquent et peu abondant

quelques apparitions tardives
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DIAGRAMME POLLINIQUE DE LA CHRUX-DE-FONDS (1332
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LE DIAGNOSTIC PARASITAIRE
DANS LE CANTON DE NEl’JCHATEL
RAPPORT D’ACTIVITE 1992

par

MICHEL BROSSARD, ADRIEN KINDLER, RETO LIENHARD, YVES MOOSMANN,
BERNARD RUTTI ET HARALD MODDE

AVEC 5 TABLEAUX

INTRODUCTION

Les résultats des examens de I’année 1992 du Laboratoire de diagnostic
parasitaire de I’Institut de zoologie de 1’Université de Neuchitel, ainsi que
les examens coprologiques de I’Institut neuchételois de microbiologie de
La Chaux-de-Fonds sont présentés dans ce rapport. Des examens parasito-
logiques directs ont été effectués chez 1100 patients & Neuchétel, 480 a
La Chaux-de-Fonds et des sérologies chez 4320 personnes.

La sérologie de la borréliose de Lyme (qui représente toujours la majorité
des analyses) s’est affinée avec le test de capture des IgM et le Western blot.

RESULTATS ET COMMENTAIRES
Examens directs

Sans tenir compte des infections a Blastocystis hominis qui sont courantes
(212) et généralement sans répercussion clinique, 216 patients ont présenté
une parasitose simple ou multiple en 1992; ce qui représente 16,4 % des 1580
personnes examinées (tabl. 1 et 2).

22 especes de parasites ont été diagnostiquées, principalement chez des
personnes ayant séjourné sur d’autres continents. (Les voyages a 1’étranger
ne sont pas toujours signalés au laboratoire, ce qui explique le grand nombre
de parasites de provenance inconnue.) Parmi les protozoaires (tabl. 1),
relevons ceux provoquant des signes cliniques: Plasmodium faciparum,
P. vivax, P. ovale, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia et Cryptospo-
ridium sp. Les helminthes signalés (tabl. 2) peuvent tous provoquer des
troubles cliniques plus ou moins prononcés. Une exception a signaler:
Dicrocoelium dendriticum (petite douve) n’effectue le plus souvent qu’un
transit intestinal aprés ingestion de foie parasité. La mise en évidence de
cryptosporidies chez 2 patients souligne I’importance prise par ce dépistage
depuis ’augmentation du nombre de personnes immunodéprimées.
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Tableau 1
Amérique Provenance

Europe Afrique | Sud/Centre Asie Inconnue Total
Plasmodium falciparum 1 1
Plasmodium vivax 1 1
Plasmodium ovale 1 1
Cryptosporidium sp. 2 2
Entamoeba histolytica 2 1 3 13 24
Entamoeba coli 9 10 4 5 44 72
Entamoeba hartmanni 1 1 2
Endolimax nana 8 7 3 4 27 40
Pseudolimax butschlii 1 4 5
Chilomastix mesnili 1 1 1 3
Giardia lamblia 5 3 2 8 25 43
Blastocystis hominis 18 12 10 21 162 223
Total 43 42 21 41 426
Tableau 2

Amérique Provenance

Europe Afrigue | Sud/Centre Asie Inconnue Total
Ancylostoma sp. 2 1 g 2 6
Strongyloides stercoralis 1 1
Ascaris lumbricoides 2 1 1 1 5
Trichuris trichiura 3 5 4 14 26
Enterobius vermicularis 1 5 6
Dicrocoelium dendriticum 2 2
Taenia sp. 3 3
Hymenolepis nana 2 1 3
Schistosoma mansoni 1 2 3
Schistosoma haematobium 1 1
Total 5 10 2 8 31 56
Examens sérologiques

Pour la borréliose de Lyme (provoquée par Borrelia burgdorferi), la
recherche d’anticorps (IgG & IgM) par ELISA et IFAT a été demandée pour
4045 personnes (tabl. 3); 571 patients (14,1%) se sont révélés positifs,
904 avaient une sérologie douteuse et 2570 étaient négatifs. Pour les
803 personnes testées au niveau du LCR, seules 66 (8,2%) présentaient un
résultat positif. L’introduction du Western blot, technique rendant possible
une analyse plus fine des résultats sérologiques positifs ou douteux, a déja
permis dans un certain nombre de cas d’exclure ou de confirmer le diag-
nostic sérologique de la borréliose.

La mise en évidence des IgM avec le test de capture augmente fortement
la sensibilité du diagnostic sérologique (tabl. 4). En 1992, parmi 30 patients
présentant un érythéme migrant (EM), 65% présentaient des anticorps avec
le test de capture contre 30% seulement avec le test d’immunofluorescence;
chez ces mémes patients, seuls 20% présentent des IgG sur le test ELISA.
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Tableau 3
Sérum LCR

Positifs 571(14,1%) 66(8,2%)

Douteux 904(22,4%)

Négatifs 2570(63,5%) 737(91,8%)

| Total 4045(100%) 803(100%)

Tableau 4 Tableau 5

Test Sensibilité Serum Spécificité

IFAT IgM 30% EBV IgM+ 62%
Capt. IgM 65% Toxo IgM+ 85%
ELISA IgG 20% Donneurs de sang 98%

La recherche des IgM s’aveére utile lors d’un autre signe clinique précoce
de la borréliose: la parésie faciale (PF). La sensibilité du test ne peut étre
définie pour ce groupe de patients car aucun signe clinique ne permet de
déterminer I’étiologie d’une PF avec certitude. Toutefois I’évaluation du
test nous permet d’affirmer que la mise en évidence des IgM est trés utile
pour la détermination des PF. Sur 36 patients présentant cette paralysie,
8 (22%) avaient une sérologie IgM positive. Dans ce groupe, 4 personnes
mentionnaient une piqiire de tique ou un EM et 5 présentaient un liquide
céphalorachidien (LCR) pathologique. Aucun des 28 autres patients (séro-
négatifs en IgM) ne mentionnait de piqiire ou d’EM, et les LCR prélevés
(n=4) étaient normaux. La sérologie IgG est généralement négative lors
d’une PF.

Des résultats IgM faussement positifs sont observés avec des sérums
présentant des IgM spécifiques du virus d’Epstein-Barr (EBV) ou de Toxo-
plasma gondii (tabl. 5). Les facteurs rhumatoides n’interférent par contre
pas dans le test de capture.

Lors des phases chroniques de la borréliose, le dosage des IgM spécifiques
n’est plus d’une grande valeur diagnostique; par contre le profil antigénique
obtenu par immunoblot des IgG constitue une aide intéressante. Ce test
permet d’une part d’évaluer le stade de 1a maladie et d’autre part de préciser
I’immunoblot peut augmenter la sensibilité. Il est par contre en général
inutile en cas de sérologie ELISA négative.

Parmi les autres sérologies pratiquées pour 275 patients, 41 (14,9%)
étaient positives: 12 helminthiases (1 toxocarose, 4 échinococcoses a Echi-
nococcus granulosus et 1 a E. multilocularis, 1 schistosomiase, 3 ascaridioses
et 2 strongyloidoses). Pour les protozooses, ce sont principalement des cica-
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trices sérologiques qui ont été mises en évidence (malaria et toxoplasmoses).
Signalons encore parmi les sérologies de 1’encéphalite a tiques (FSME),
15 personnes positives en IgG et 6 en IgM.

CONCLUSIONS

Durant 1992, 5900 personnes ont subi un examen parasitologique. Par
examen direct, des parasites ont été détectés chez 238 patients. Par séro-
logie, 612 personnes présentaient des anticorps spécifiques d’une parasitose
ou d’une maladie transmise par les tiques.
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OBSERVATIONS METEOROLOGIQUES
‘ FAITES EN 1992 i
A L’OBSERVATOIRE CANTONAL DE NEUCHATEL

par

GILBERT JORNOD
AVEC DIAGRAMME

L’année 1992 a été, en moyenne, chaude, légerement déficitaire en inso-
lation et quelque peu pluvieuse. Ces remarques appellent quelques commen-
taires d’ordre général: a ’exception de juin et octobre, tous les mois ont été
thermiquement supérieurs a leur moyenne normale, bonne insolation et peu
de précipitations en début d’année, tandis que les 3 derniers mois sont trés
pluvieux et trés peu ensoleillés. Plus spécifiquement, les précipitations
d’octobre, novembre et avril atteignent des hauteurs inhabituellement
¢levées, octobre n’a regu que trés peu de soleil et aolit et novembre ont été
trés chauds.

TEMPERATURE

La moyenne de la température de I’air est élevée: 10.3° (1991: 9.9°,
normale: 9.2°); les moyennes saisonniéres ont les valeurs suivantes:
hiver: 1.1°, printemps: 10.5°, été: 19.1° et automne: 10.3°. Le mois d’aofit
possede 1’écart positif le plus important: + 3.5°, octobre concédant le plus
grand déficit: —0.7°. Les moyennes mensuelles sont comprises entre 0° en
janvier et 21.5° en aoft et les moyennes journaliéres entre —6.6° le 22 jan-
vier et 27.1° le 9 aofit. L’amplitude absolue de la température de I’air, 42.6
(normale) est donnée par les extrémes du thermomeétre de —9.3° le 23 jan-
vier et 33.3° le 9 aofit. L’année compte 48 jours d’été, 37 de gel et 13 d’hiver,
le dernier gel de printemps ayant eu lieu le 24 février et le premier gel de fin
d’année datant du 19 octobre.

INSOLATION

L’insolation de 1529 heures (1991: 1707 h, normale: 1673 h) accuse un
déficit de 144 h ou 9% ; I’ensoleillement par saison est le suivant: hiver:
220 h (normale: 146 h), printemps: 527 h (515 h), été: 607 h (701 h) et
automne: 205 h (311 h). Les mois de mars, juin, juillet, septembre, octobre,
novembre et décembre sont déficitaires, avec un écart relatif maximal de
—67% (—67 h) en octobre, le mois de janvier ayant bénéficié du meilleur
ensoleillement relatif, +58% (+22 h). L’ensoleillement mensuel est
compris entre 23 h en décembre et 233 h en juillet (232 h en mai). L’inso-
lation journaliére maximale est de 13.6 h le 28 juin, 106 jours n’ont pas été
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ensoleillés et 53 autres ’ont été par moins de 1 h. Les jours clairs sont au
nombre de 55 tandis que 163 jours sont considérés comme étant trés
nuageux a couverts.

PRECIPITATIONS

Les précipitations qui s’élévent a 1060 mm (1991 : 853 mm) sont excéden-
taires de 84 mm, 9%, par rapport a leur valeur normale (976 mm);
par saison, elles sont de 165 mm (normale: 229 mm) en hiver, 219 mm
(211 mm) au printemps, 271 mm (290 mm) en été et 412 mm (246 mm) en
automne. En plus d’octobre, novembre et avril, les mois de juin, juillet et
décembre ont recu plus de pluie que la normale, le maximum étant de
+136% (99 mm) en octobre; le déficit relatif minimal est de —80%
(62 mm) en janvier. Les précipitations mensuelles oscillent entre 15 mm en
janvier et 178 mm en novembre (octobre: 172 mm). La hauteur journaliére
maximale récoltée est de 45.5 mm le 15 novembre. Il a plu au cours de 140
jours, neigé a 8 reprises et 12 orages proches de la station ont été observés.
Avec une couche maximale de 4 cm le 17 février, le sol a été recouvert par
la neige pendant 5 jours, 1 en janvier et 4 en février. La derniére neige de
printemps date du 18 avril et, fait assez rare, aucun flocon n’est apparu en
fin d’année.

PRESSION ATMOSPHERIQUE

La moyenne de la pression atmosphérique est assez élevée: 960.9 hPa
(normale: 959.6 hPa); les extrémes enregistrés par le barométre de la
station, 980.2 hPa le 2 janvier et 928.3 hPa le 31 mars, donnent une
amplitude absolue de la pression de 51.9 hPa (normale: 46.9 hPa). Les
moyennes mensuelles s’échelonnent de 956.2 hPa en avril & 970.4 hPa en
janvier.

HUMIDITE DE L’AIR

L’humidité relative moyenne de 1’air, 75 %, est pratiquement normale;
les moyennes mensuelles sont comprises entre 65% en aofit et 87% en
décembre et les moyennes journaliéres entre 97 % le 30 novembre et 43 % le
25 avril. La lecture minimale faite le 25 avril est de 27%. Les jours de
brouillard au sol sont au nombre de 24, soit 4 en janvier et février, 1 en avril,
2 en septembre, 5 en novembre et 12 en décembre.

VENT

A la vitesse moyenne de 1.9 métre/seconde, les vents ont accompli un
parcours total de 59120 km; les parcours d’avril, 6810 km, et septembre,
3011 km, sont les extrémes mensuels, tandis que le parcours journalier
maximal est de 682 km (28 km/h de vitesse moyenne) le 13 mai, du sud-
ouest; le 21 décembre, avec 6 km, fut le jour le plus calme de I’année. La
répartition des vents selon la rose du méme nom est la suivante: nord-est et
ouest: 23% chacun, sud-ouest: 19%, est: 12%, nord et sud: 8% chacun,
nord-ouest: 5% et sud-est: 2%. La vitesse de pointe maximale atteinte par
le vent a Neuchatel-Observatoire est de 110 km/h les 15 avril et 25 octobre,
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du sud-ouest, suivie de 90 km/h en juillet, 85 km/h en aoiit, novembre et
décembre, 80 km/h en juin et septembre et 75 km/h en février. Le vent n’a
pas dépassé 65 & 70 km/h en janvier, mars et mai.

I. Températures moyennes

des stations météorologiques du canton de Neuchétel

Neuchitel Chaumont |La Ch.-de-Fonds | La Brévine
Altitude 487 m 1132 m 1018 m 1042 m
Moyenne
1901-1980 1992 1992 1992 1992

Décembre 1991 .. 0.6 -1.5 -1.8 —-3.8
Janvier 1992..... 0.0 0.0 -1.3 -2.7 -6.7
Février ousiivins 1.2 2.6 0.0 -04 -2.6
HIVER ......... 0.8 1.1 -0.9 —-1.6 —4.4
Mars ........... 4.8 6.6 2.6 2.3 1.8
Avril ........... 8.8 9.3 5.1 5.0 4.7
Mai............ 13.3 15.5 11.4 11.0 10.0
PRINTEMPS 9.0 10.5 6.4 6.1 5.5
Juin............ 16.6 16.3 12.1 12.1 11.9
Juillet ;iiveaqivs 18.6 19.6 15.4 15.5 15.6
Aolit ........... 18.0 21.5 17.2 16.9 16.5
ETE............ 17.7 19.1 14.9 14.8 14.7
Septembre ...... 14.7 15.2 11.3 11.5 11.1
Octobre......... 9.4 8.7 4.2 4.9 4.5
Novembre....... 4.4 7.1 4.2 4.7 3.2
AUTOMNE..... 9.5 10.3 6.6 7.0 6.3
Décembre ....... 1.2 1.7 —0.4 0.2 -0.7
ANNEE ........ 9.2 10.3 6.8 6.8 5.8

La température moyenne est calculée de la fagon suivante:

Tm = n—k (n—Min)
Tm = Température moyenne journaliére.
n = Moyenne des trois lectures journaliéres de 6 h 45, 12 h 45 et 18 h 45

k = Facteur variant selon le mois et la position de la station.

Min = Minimum de la température enregistrée entre I’observation du soir précédent et celle
du soir du jour considéré.
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I1. Observatoire de Neuchatel Tableau annuel

oo | Tioop” | Fewier | HIVER | Mars | Avil | Mai RN Juin Juillet Aot ETE | Septembre | Ociobre | Novembre |AUTOMNE| Décembre | ANNEE
1 | Température maximale, en °C .. 9.3 94| 120 | 12.0 | 152 | 244 | 27.9| 27.9; | 449 31.5 333 33.3 23.9 18.0 153 23.9 10.6 33.3
minimale ................ -52 | -93|-72|-93 1.0 0.7 3.5 0.7 8.5 11.7 11.1 8.5 6.0 -0.8 -1.5 -1.5 -5.6 -9.3
amplitude ................ 145 | 187 192 213 | 142 | 23.7| 244 | 272 184 | 1908 | 22| 248 | 179 | 188 | 168 | 254 | 162 42.6
variation diurne moyenne . . 3.5 4.2 6.4 4.7 7.4 8.2 8.7 8.1 8.8 9.4 10.7 9.6 8.2 4.6 4.3 5.9 2.8 7.0
2 | Insolation, moy. 1931-1980, en h 38 77 | 146 138 173 1204|515 5| 5o 249 224 701 166 100 45 311 31 1673
L. - R — 53 60 107 220 120 175 232 527 148 233 226 607 147 33 25 205 23 1529
(La Chaux-de-Fonds) . . ... 141|149 | 134 |424 | 98 |165 |193 |456 127 183 23 533 150 50 80 280 93 1645
3 | Précipitations, en mm 3
plus forte chuteen 24 h . . .. 49.4 | 12.6 | 16.6 | 49.4 | 12.8 | 43.5| 18.0 | 43.5 24.8 16.6 29.2 29.2 2.4 20.3 45.5 45.5 35.5 45.5
4 | Pression atmosph., en mm Hg 4
moyenne 1901-1980 ....... 960.6 | 959.0 | 959.7 | 957.9 |957.1|958.6 | 957.9 | 9603 | 961.0 | 960.7 | 960.7 | 961.6 | 960.4 | 959.2 | 960.4 | 959.5 | 959.6
1992 .0t 970.5 | 970.4 | 967.8 | 969.6 | 959.7 | 956.2 | 960.5 | 958.8 | 955 | 9609 | 959.6 | 959.0 | 962.7 | 952.6 | 961.9 | 959.1 | 961.7 | 960.9
lecture maximale. ......... 981.1 | 980.2 | 975.2 | 980.2 | 976.3 | 968.6 [ 970.3 | 976.3 | o651 | 968.8 | 967.5 | 968.8 | 968.3 | 965.8 | 976.3 | 976.3 | 974.0 | 980.2
lecture minimale ... ....... 951.1 | 951.0 | 953.6 | 951.0 | 928.3 | 933.2 | 949.5 | 9283 | o487 | 9519 | 945.9 | 945.9 | 953.9 | 937.6 | 943.9 | 937.6 | 936.0 928.3
amplitude................. 30.0 | 292 21.6| 29.2| 48.0 | 35.4 | 20.8| 48.0 164 | 169 | 216 | 229 | 144 | 282 | 324 | 387 | 380 51.9
Humidité relative, en %
moyenne 1901-1980 ....... 86 81 84 75 70 70 72 70 69 7 70 77 83 85 82 86 71
1992 .o, 79 |19 |76 | 8 | T 66 | 67 | 68 74 7 65 70 71 82 86 82 87 75
lecture minimale .......... 45 54 | 49 | 45 39 27 | 35 | 27 0 2 32 32 45 51 55 45 49 27
5 | Vent, chemin parcouru, enkm.. | 6820 | 5150 | 4960 |16930| 6400 | 6810 | 4750 |179605 | 3500 | 3710 | 4280 | 11580 | 3010 | 5750 | 6350 | 15110 | 4360 | 59120
direction dominante . ... .... NE NE |[SW+NE| NE SW (W+NE| NE (W+NE NE S w W +NE w W +NE w W NE+E | W+NE
pointe maximale, en km/h . 75 65 75 75 70 110 70 110 80 90 85 90 80 110 85 110 85 110
direction.: » s sapmmmss s vss s w NE | SW |W+SW| W w w w N NW NW NW SW w w w w w
Nombre de:
6 joursd’été ............... — — — — — 4 — 4 6 6 16 22 44 — — — — — 48
7 joursclairs................ 5 2 9 16 5 7 9 21 4 4 4 7 15 5 — —_ S 3 55
8 jours trés nuageux ou 8
COUVETES & s smmmumusassss 21 15 11 47 14 9 8 31 13 5 27 9 23 20 52 27 163
jours sans soleil........... 16 10 8 34 6 5 2 13 3 1 1 5 16 14 14 44 26 106
9 jours de pluie. . ........... 9 2 9 20 12 12 9 33 15 12 8 35 12 19 21 52 9 140
10 jours d’orages ............ — —_ — == = 3 1 4 10 3 1 1 5 2 =3 - 2 1 12
11 jours de brouillard ........ 3 1 3 7 — 1 — 1 11 _ _ _ — 2 — 5 7 12 24
12 joursdegel .............. 14 15 11 40 — — — - 1 . _ _ — o 1 1 2 9 37
13 jours d’hiver ............. 9 8 2 19 — — — - 13 _ _ _ _ _ — — — 3 13
14 jours de neige ............ 2 2 2 6 2 2 — 4l — _ _ _ s — — — — 8
15 jours avec sol enneigé ..... 2 1 4 7 - - s - 15 _ _ _ _ _ - _— - — 5
Neige, couche maximale, en cm 4 2 4 4 — — o= = _ _ _ _ _ = e — — 4
Dernier gel de printemps: 24 février Premier gel d’automne: 19 octobre Cote maximale du lac: 429,82 m le 28 novembre
Derniére neige de printemps: 18 avril Premiére neige de fin d’année: —

Cote minimale du lac: 428.90 m le 4 février

! Température moyenne, voir tableau I.

2 Insolation. Moyenne 1931-1980: Valeurs adoptées pour la station de Neuchatel.

3 Précipitations. Hauteur totale, voir tableau III.

4 Pression atmosphérique réduite 4 0°. Moyennes et extrémes des trois lectures journaliéres.

5 Répartition du parcours du vent suivant les différentes directions, voir tableau IV.

6 Jour d’été: Température maximale > 25°.

7 Jour clair: Somme des trois estimations journaliéres de la nébulosité < 5. La nébulosité
est exprimée en huitiémes de la vofite céleste couverts.

8 Jour trés nuageux ou couvert: Somme précitée < 19.

9 Jour de pluie: Pluie ou pluie mélée de neige < 0.3 mm d’eau. . .

10 Jour d’orages: Ne sont pris en considération que les orages proches 2 une distance = 3 km
de la station. ) ) o

11 Jour de brouillard: Brouillard 2 la station a ’exclusion de brouillard élevé.

12 Jour de gel: Température maximale < 0°, température minimale < 0°.

13 Jour d’hiver: Température maximale < 0°. ) i

14 Jour de neige: Précipitations en neige ou neige mélée de pluie < 0.3 mm d’eau.

15 Jour avec sol enneigé: Le sol est recouvert de neige a plus de 50%.




IT1. Précipitations des stations pluviométriques du canton de Neuchétel

en millimétres d’eau

Stations Alﬁrt::des Janv. | Fév. |Mars | Avril | Mai | Juin [Juillet | Aoft | Sept. | Oct. | Nov. | Déc. [Année Pleuns ;'grttlzlcl:g;te Eio%ﬁm;gn

Neuchétel (Observ.) . 487

moyenne 1901-1980 77 69 | 68| 64| 79| 97 89 | 104 | 8 | 73| 89 | 83| 976

1992 0i:iass0aas 15 45 | 45| 117 | 57 | 116 93 62 | 62| 172 | 178 | 98 [ 1060 | 46 15.11 127
Saint-Sulpice ....... 760 26 | 148 | 175 | 185 | 92 | 130 | 143 | 108 | 108 | 235 | 346 | 105 | 1801 56 3.4 152
Couvet:ssasssssssus 750 23 91 | 118 | 128 | 82 | 104 | 134 89| 79| 159 | 246 | 93 | 1346 | 49 31.8 138
Combe-Garot .. . .. ... 532 25 76 | 84 | 131 56 | 137 | 106 78 | 84 | 174 | 214 | 122 | 1287 | 41 4,12 | 132
La Brévine ......... 1042 23 | 135 | 174 | 179 | 93 | 150 | 142 | 104 | 100 | 200 | 289 | 90 | 1679 53  31.8 152
Les Ponts-de-Martel . 1060 22 | 117 | 172 | 151 | 102 | 153 | 232 97 | 112 | 189 | 313 | 111 | 1771 73 2.7 142
Chaumont.......... 1132 26 97 | 92 | 122 | 65 | 146 | 128 82 | 69 | 177 | 231 | 108 | 1343 43 3.4 135
Les Brenets......... 875 27 | 119 | 128 | 138 | 86 | 145 | 134 | 101 94 | 216 | 271 | 100 | 1559 52 31.8 144
LeLocle vssvss5s55m 920 26 | 145 | 149 | 143 | 76 | 160 | 190 | 114 | 96 | 187 | 294 | 110 1690 51 31.8 142
La Chaux-de-Fonds . 1018 21 | 101 | 150 | 124 | 81 | 132 | 126 | 108 | 96 | 196 [ 270 | 85 [ 1490 | 49 31.8 150
Boudevilliers. ....... 760 13 76 | 106 | 76 | 57 | 136 99 70 | 67 | 172 | 223 | 95 | 1190 | 43 3.4 126

— 201 —
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IV. Répartition du parcours total du vent suivant les huit directions
principales 2 Neuchitel (Observatoire)

en km

N NE E SE S SW | W | NW | Total
Décembre 1991 | 409 | 2182 | 1023 | 136 | 273 | 1364 | 1023 | 411 | 6821
Janvier 1992 .. | 149 | 2578 | 773 | 161 | 412 | 619| 309| 154 | 5155
Février....... 288 | 1494 | 289 | 105 | 315 | 1521| 760| 183 | 4955
HIVER ...... 846 | 6254 | 2085 | 402 | 1000 | 3504 | 2092 | 748 |16931
Mars ........ 576 | 640 | 384 | 193 | 512 | 2048 | 1728 | 320 | 6401
Avril ........ 136 | 1634| 885 | 204 | 409 | 1090 | 1771 | 681 | 6810
Mai ......... 561 | 1496 | 636 | 112 | 524 | 374| 710| 337 | 4750
PRINTEMPS | 1273 | 3770 | 1905 | 509 | 1445 | 3512 | 4209 | 1338 | 17961
Juin ......... 677 | 813| 745 | 102 | 339 | 406| 372| 135 | 3589
Juillet........ 333 630 | 556 | 111 | 815 446 | 482| 333 | 3706
Aofit ........ 342 | 514 257 | 171 | 728 856 | 1156 | 257 | 4281
BTE s s sammnn 1352 | 1957 | 1558 | 384 | 1882 | 1708 | 2010 | 725 (11576
Septembre.... | 336 | 450| 507 | 141 | 338 | 422| 619| 168 | 3011
Octobre ... ... 453 | 1721 272 45 | 226 | 1132 1766 | 136 | 5751
Novembre.... | 313 208| 416 | 104 | 156 | 1821 | 3174 | 156 | 6348
AUTOMNE .. | 1132 | 2379 | 1195 | 290 | 720 | 3375| 5559 | 460 | 15110
Décembre .... | 314 | 1257 | 1217 78 | 118 | 628| 668 79 | 4359
ANNEE...... 4508 | 13435 | 6937 | 1527 | 4892 | 11363 [ 13515 | 2939 | 59116

8% | 23% | 12% | 2% | 8% | 19% | 23% | 5%
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PROCES-VERBAUX DES SEANCES

ANNEE 1992

Séance du 8 janvier 1992, tenue a 20 h 15
a I’ Auditoire du Musée d’histoire naturelle
sous la présidence de M. Imre Miiller, président

Le Dr Alexandre Buttler, Institut de botanique de 1’Université de Neuchétel,
présente un exposé sur I’ Etude d’impact de la régulation des lacs subjurassiens sur
la vegétation et les milieux de la rive sud du lac de Neuchdatel.

A I’occasion de la mise en application du réglement 1980/82 de régulation des lacs
de Neuchitel, Bienne et Morat, le Conseil fédéral a invité les cinq cantons riverains
a étudier les effets de ce réglement dans tous les domaines potentiellement sensibles.
Les marais de la rive sud du lac de Neuchitel constituent précisément un de ces
milieux sensibles puisqu’ils sont, en partie du moins, liés aux fluctuations des eaux
du lac. Depuis la seconde correction des eaux du Jura, des signes inquiétants de
rupture d’équilibre écologique entre lac et marais y sont perceptibles, menagant les
communautés animales et végétales spécialisées.

Le but de I’étude d’impact est de mettre en évidence le jeu d’influence entre la
nappe lacustre, la nature du substrat, la topographie et la pluviométrie.

A partir des observations de terrain, notamment dans les zones a altitude critique
ou le décalage fonctionnel entre le type de végétation ou de sol et le fonctionnement
hydrique pourrait se faire jour, un modéle hydrodynamique sera mis au point.
Celui-ci permettra de tester différents scénarios de régulation des eaux du lac et
d’évaluer plus précisément leur impact écologique.

Séance du 22 janvier 1992, tenue 2 20 h 15
a I’ Auditoire du Musée d’histoire naturelle
sous la présidence de M. Imre Miiller, président

Le Dr Gaston Fischer, Observatoire cantonal de Neuchdtel, présente un exposé
sur les Aspects méconnus du phénomeéne de gravité.

La gravité nous semble a tous bien familiére. Notre équilibre a la surface du sol
et celui de tout ce qui nous entoure en dépendent. Mais au-dela de cette perception
instinctive, la force de la gravité est bien mal connue. Pas plus que [’origine des
forces électriques, nous ne connaissons celle de la gravitation. Notre propos n’est
pas de lever ce mystére, peut-étre a jamais insondable, mais d’étudier quelques-unes
de ses conséquences. La forme du globe terrestre en est un, de méme que celle du
systéme solaire et des galaxies.
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Bien que notre perception de la gravité soit celle d’'un phénomeéne purement
statique, nous verrons que son existence méme nous oblige a concevoir I’existence
d’ondes gravitationnelles, et une suite d’autres phénoménes insoupgonnés.

Séance du 12 février 1992, tenue a 20 h 15
a I’ Auditoire du Musée d’histoire naturelle
sous la présidence de M. Imre Miiller, président

Le Dr Lise Gern, Institut de zoologie de I’Université de Neuchétel, présente un
exposé sur La maladie de Lyme: 1982-1992. Le dixiéeme anniversaire d’une décou-
verte.

Willy Burgdorfer, un chercheur suisse établi aux USA, observe dans la tique
Ixodes dammini une bactérie spiralée que 1’on appellera Borrelia burgdorferi en son
honneur. Il vient de découvrir I’agent infectieux responsable de la maladie de Lyme.
Ceci se passe en 1982. Quelques mois plus tard, les chercheurs neuchételois parti-
cipent a I’isolement de ce microorganisme a partir de tiques Ixodes ricinus récoltées
en Suisse.

Ces découvertes apportaient enfin une réponse aux nombreuses questions
soulevées a propos de I’origine de diverses manifestations de la peau, du systéme
nerveux et des articulations observées chez I’homme, en Europe, depuis prés d’un
siécle déja. Que sait-on de cette maladie aujourd’hui?

Séance du 26 février 1992, tenue a 20 h 15
a I’ Auditoire du Musée d’histoire naturelle
sous la présidence de M. Christophe Dufour, président

Le Dr Frangois Nyffeler, Institut de géologie de 1’Université de Neuchétel,
présente un exposé sur L’océanographie, mythe et réalité.

Pour plusieurs générations encore, le Commandant Cousteau restera le porte-
drapeau des passionnés de plongée sous-marine. Images inoubliables et teintées
de futurisme de «Monde Sans Soleil», feuilleton inépuisable des aventures de la
CALYPSO...

Le principal mérite de cet homme hors du commun est sans aucun doute d’avoir
sensibilisé I’opinion publique (et politique) aux choses de la mer. Son épopée n’est
toutefois qu’une étape dans cette longue histoire des Sciences de la Mer, dont I’Tliade
et ’Odyssée sont en fait les premiers prémices.

Nous allons donc passer quelques instants a faire abstraction des images et du
merveilleux, pour nous plonger dans la réalité quotidienne de la recherche marine,
pour essayer de mieux comprendre ses tenants et ses aboutissants, pour expliquer le
réle que peut jouer pour nous ’Océan, méme si nous sommes confortablement
installés entre le Jura et les Alpes. Car aujourd’hui, a I’échelle de la planéte, il n’est
plus mise de dire, comme Pagnol: «Surtout ne te penche pas trop et laisse un peu
mesurer les autres...»
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Séance du 4 mars 1992, tenue a 20 h 15
a I’ Auditoire du Musée d’histoire naturelle
sous la présidence de M. Christophe Dufour, président

M. Willy Matthey, Institut de zoologie, Université de Neuchitel, présente un
exposé€ sur Le sol, milieu vivant, milieu fragile.

Pour le biologiste, le sol est un systéme complexe, abritant une grande variété
d’€tres vivants, et jouant un rdle important dans la nature, puisque, d’une part, il
constitue le support de la végétation terrestre, et que, d’autre part, c’est I’endroit ou
s’effectue la décomposition et le recyclage des déchets dans la plupart des éco-
systémes.

Pour faire le point sur la santé de ce milieu vital, le Fonds national suisse de la
Recherche scientifique a lancé en 1985 un vaste programme intitulé «Utilisation du
sol en Suisse». Durant six ans, de nombreuses études ont eu lieu dans notre pays,
toutes abordant I’un ou I’autre aspect de la connaissance des sols: aménagement du
territoire, biologie, droit foncier, méthodes agricoles, pédologie, urbanisme, etc.
Les résultats sont regroupés dans les quelque 8200 pages de 75 rapports.

Séance du 11 novembre 1992, tenue a 20 h 15,
a ’Auditoire du Musée d’histoire naturelle,
sous la présidence de M. Christophe Dufour, président

M. Jean-Claude Monney, Institut de zoologie, Université de Neuchatel, présente
un exposé sur Nos vipéres aspic et péliade.

La vipére aspic et la vipére péliade sont nos deux espéces de serpents venimeux
indigénes. On peut les distinguer en examinant leur écaillure céphalique et la forme
de leur museau. L’étude de leur biologie dans la nature nécessite une reconnaissance
individuelle des serpents, donc un marquage, et parfois également la radiotélé-
métrie. Les vipéres se nourrissent essentiellement de petits mammiféres, de 1ézards et
parfois de grenouilles. En montagne, en raison de la rigueur du climat, les femelles
sont incapables de se reproduire chaque année. La péliade, qui peut vivre jusqu’au
voisinage du cercle polaire, est I’espéce la mieux adaptée aux conditions les plus
rudes. Dans I’Oberland bernois par exemple, dans une méme station et a altitude
¢égale, elle se reproduit en moyenne tous les deux ou trois ans et met au monde ses
jeunes en septembre, alors que I’ Aspic semble &tre a la limite de ses possibilités, ne
se reproduisant que tous les trois ou quatre ans et donnant naissance aux vipéreaux
en octobre. Pour leur nutrition, leur gestation et leur hivernage, les viperes sont
souvent étroitement liées & des habitats particuliers. Si le milieu est hétérogene, on
peut observer des migrations saisonniéres entre ces différents habitats. Parmi les
principales activités humaines contribuant a la raréfaction, voire a la disparition
totale dans certaines régions de nos vipéres, on peut citer ’enrésinement des foréts
claires de feuillus, la destruction des murgiers, des lisiéres et des haies buissonnantes,
le drainage des zones humides, le morcellement des grandes tourbiéres, 1’emploi
d’herbicides et la densification du réseau des routes de montagne.




— 108 —

Séance du 25 novembre 1992, tenue a 20 h 15,
a I’ Auditoire du Musée d’histoire naturelle,
sous la présidence de M. Christophe Dufour, président

Le Dr André Langaney, Département d’anthropologie et d’écologie, Université
de Geneve; Musée de I’Homme, Paris, présente un exposé sur Tous Parents, tous
Différents: I’évolution humaine et le temps.

La réunion des archives fossiles et des données de la génétique moléculaire permet
aujourd’hui de mieux comprendre la chronologie et les modalités de I’évolution et de
la diversification des populations humaines.

L’évolution des Primates supérieurs se superpose, dans le temps, a celle des
Insectes de I’ambre, mais, alors que les genres actuels d’Insectes sont déja présents
parmi ces fossiles, le genre humain, lui, a été démontré beaucoup plus récent par les
travaux des biochimistes.

Quant a notre espéce, sous sa forme actuelle, elle n’apparait qu’il y a mille siécles,
a partir d’une population unique dont, malgré quelques annonces prématurées, on
n’est pas en mesure de localiser I’origine. Par contre, la confrontation de la répar-
tition des génes et de I’histoire des langues permet, de mieux en mieux, de recons-
tituer I’histoire récente et I’apparentement des populations actuelles, avec des pers-
pectives d’applications en épidémiologie et économie de la santé.

Les grands programmes internationaux d’étude de I’histocompatibilité et de la
diversité du génome humain permettent ainsi d’espérer, pour bientdt, tant des appli-
cations utiles que de nouveaux progrés significatifs dans la connaissance de I’histoire
des Hommes modernes.

Séance du 9 décembre 1992, tenue a 20 h 15,
a I’ Auditoire du Musée d’histoire naturelle,
sous la présidence de M. Christophe Dufour, président

Le Dr Jean-Pierre Berger, Institut de géologie, Université de Fribourg, présente
un exposé sur Les différents visages de I’Europe depuis 50 millions d’années:
données géologiques et paléontologiques.

Durant I’¢re Tertiaire, I’Europe a connu une succession d’événements tectoniques
et sédimentaires (surrection des Alpes et des Carpates, effondrement et comblement
du fossé rhénan, remplissage de bassins comme le plateau molassique, le bassin
pannonique ou la plaine du P6) qui ont profondément bouleversé son cadre écolo-
gique et climatique (déplacement des mers, déplacement des masses d’air dfi aux
nouveaux reliefs, etc.). Certaines conditions extrémes ont méme parfois prévalu, tel
I’asséchement de la Méditerranée il y a 10 millions d’années, ou I’avancée des glaces
sur la majorité du continent il y a 100000 ans. I1 est évident que la composition de
la faune et de la flore en a été fortement perturbée: ses changements ont été enre-
gistrés et transmis jusqu’d nous grice aux fossiles et aux sédiments qui les
contiennent. C’est I’un des réles de la Géologie et de la Paléontologie que de nous
raconter les 50 derniers millions d’années d’histoire de notre continent, avec ses
périodes tropicales et glaciaires, ses volcans et ses ouragans, ses invasions marines et
ses déserts, bref tout ce qui, lentement, a fagonné les paysages que nous habitons et
la vie que nous y rencontrons.
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Rapport sur Pactivité de la Société en 1992

Comité — A la fin de 1992, la composition du comité est la suivante:
MM. Ch. Dufour (président), I. Miiller (vice-président sortant), Y. Delamadeleine
(trésorier), Ph. Kiipfer (rédacteur), A. Rawyler (secrétaire aux verbaux),
R. Tabacchi (délégué ASSN), J.-C. Pedroli, P. Schiirmann, E. Schwarz (assesseurs).
Le poste de vice-président entrant est vacant.

Effectifs — Au 31 décembre 1992, la SNSN comptait 424 membres, dont
280 actifs, 6 membres a vie, 2 membres d’honneur, 66 membres comptant plus de
quarante ans de sociétariat et 35 membres collectifs et divers (presse, bacheliers
ayant recu un prix de la SNSN).

Conférences —
8 janvier  A. Buttler Etude d’impact de la régulation des lacs subjurassiens sur la
végétation et les milieux de la rive sud du lac de Neuchdtel;
22 janvier  G. Fischer Aspects méconnus du phénomeéne de la gravité;
12 février L. Gern La maladie de Lyme: 1982-1992. Le dixiéme anniversaire
d’une découverte;
26 février  F. Nyffeler L’océanographie: mythe et réalité;

4 mars W. Matthey Le sol, milieu vivant, milieu fragile;
18 mars M. Aragno Le compostage: avantages et risques pour la santé
humaine;
29 avril D. Decrouez Les marbres blancs d’Italie;
27 juin Sortie d’été: «sur les traces des dinosaures»; visite de la carriére de

Lommiswil (Soleure) et visite de la carriére de Liesberg.
11 novembre J.-Cl. Monney Nos viperes aspic et péliade;
25 novembre A. Langaney Tous parents, tous différents: I’évolution humaine et
le temps;
9 décembre J.-P. Berger Les différents visages de I’Europe depuis 50 millions
d’années: données géologiques et paléontologiques.

Bulletin — Le tome 115 comprend 147 pages et contient 11 articles, le rapport du
Laboratoire de diagnostic parasitaire, I’analyse aéropalynologique a Neuchatel et
a La Chaux-de-Fonds, les observations météorologiques effectuées a ’Observatoire
cantonal de Neuchétel, les procés-verbaux des séances et les rapports statutaires.

Echanges — Etant donné la parution tardive du Bulletin, en décembre seulement,
les échanges n’ont été effectués qu’en janvier 1993.

Prix aux gymnasiens — Section A: Catherine Perret, Section B: Katherine
Tschopp, Section C: Mirko Nagel, Section D: Christine Rodeschini, Section G:
Sylvain Muster.

Subventions et dons — Les subventions de I’Etat de Neuchitel, de la ville de
Neuchatel et de I’ Académie suisse des sciences naturelles permettent la publication
de notre Bulletin. Nous leur en sommes trés reconnaissants. Nous remercions vive-
ment les Cébleries de Cortaillod et la Société de géographie de leurs dons. Nous leur
exprimons ici toute notre gratitude.

Le président:
(signé) Christophe DUFOUR
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COMPTE DE PROFITS ET PERTES 1992

Libellé Doit Avoir
Fr. Fr.

Subvention ASSN ... ..o iiiiiii it 18.000.—
Subventions ....... ...t 10.000.—
Taxes, ports, banque. . .........ccoviviiinnnn. 229.20

Frais d’administration ................couu.... 1.607.35

ImpoOtS. ..ot e 20.—
Bulletinannuel............coiiiiiiiinnennn.. 34.053.40
Cycledeconférences..........covivieninunnnen. 2.969.40

Sortie d’€té . ....ooii ittt e 986.80

Cotisations A payer ........c.ovviieinnennnenn. 606.—

Prix baccalauréat.............cooiieininnnn. 500.—

Rétrocession FNRS ... ... ... 231.—

Frais divers..........oviuiniinnnnnens 35.—

Pertes sur débiteurs...............coviininnnn. 107.40

Cotisations desmembres ...............ccvvn.. 10.360.—
DOnS .t e 1.130.—
Contribution des auteurs ............ccvueuunn. 7.399.25
Ventede Bulleting .........ocvvrinrennennnnns 572.75
Vente de MEMOITES ..o vv vt in et eneenenn. 150.40
Produitdescapitaux . ............covvivienn.. 3.093.80
Affectation aux provisions..................... 7.600.—

Reprise PP 1991 ... .. i, 1.610.11
OB i 0 5 2 556 5 508 5 ks 5 5080 K B s § i w o § 5008 6 5 sk 48.945.55 52.316.31
Bénéfice de I’exXercice ........ovviiiienniennnnn 3.370.76

BILAN DE CLOTURE 1992
Libellé Doit Avoir
Fr. Fr.

CCP 20-1719-9. ..ot ii e 293.66

UBS, 709.307.M1E ...t 44.408.10

CEN, 9030 ...\ttt e e e 2.798.15

Tatres . oo e 10.000.—

Correctif SUr titres. .. ..o vvv e e nnn. 235.—
TA Arécupérer ......oitiiiii it 939.70

Editions. .....cooviiiii i e 1.—

Produits Arecevoir ..........covvviiininennn.. 12.554.95

Charges a Payer «vv v vie ittt ieieie it iniinenens 34.460.80
Capital .......coiiiiii i 15.000.—
Fonds Matthey-Dupraz .................co.... 1.129.—
Fonds F.&S.Kunz .............oovvuivuninn. 10.000.—
Provision Prix quinquennal . ................... 300.—
Provision publicité .............c.covvirvunn.. 2.000.—
Provision Musée .............c.ccotiinrininnns 2.000.—
Provision numéro spécial 1992 ................. 2.500.—
Pertesetprofits . .......... ... ... .. ... 3.370.76
IOV o v v o 530 5 50000 5 00 5 0% 5 19 B B 6 69 B S0 B W § 70.995.56 70.995.56

Les vérificateurs des comptes,
(signé) Pierre GUINAND, Claude MERMOD

Le trésorier,
(signé) Yves DELAMADELEINE
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