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RATTUS RATTUS RESUME. — L’arrivée du Rat noir (Rattus rattus) en Europe est récente et remonte
ADN MFIOCHDNDEJ:; a 1’époque romaine seulement. Ce Rongeur s’est largement répandu sur le continent

mais aussi sur les iles ol il fut introduit par I’'Homme. Dans certains cas, les
populations insulaires se distinguent morphologiquement par leur plus grande taille.
L'origine de ces peuplements insulaires est anthropique mais la provenance
géographique des immigrants n’est pas connue. L'étude de 52 Rats noirs provenant
de différentes iles méditerranéennes (Sicile, Sardaigne, Corse, Lavezzi, Elbe,
Porquerolles) et atlantiques (Acores, Ré, Oléron) permet d’aborder ce probléme.
Leur caryotype a été déterminé et leur ADN mitochondrial isolé pour étre comparé
4 celui de souches continentales européennes (Espagne) et africaines (Tunisie,
Bénin). Aprés digestion de I’ADN par les endonucléases HAE III et RSA I, les
patrons de restriction obtenus montrent une trés grande similitude. L'un d’entre
eux isole toutefois tous les animaux africains des autres, laissant entendre une
colonisation de 1'Europe et de I’Afrique par des lignées différentes.

EUROPE DE L'OUEST

RATTUS RATTUS ABSTRACT. — The colonisation of Europe by the black rat (Rattus rattus) dates
MTDNA back only to the Roman times. This rodent is now widespread all over the continent
WESTERNIZ'(J‘:S';: as well as on many islands where it was introduced by man. In some instances,
insular populations are morphologically differentiated by their greater size. In order
to study the possible origin of these insular populations, rats were caught on many
Mediterranean (Sicily, Sardinia, Lavezzi, Corsica, Elba, Porquerolles) and Atlantic
islands (Ré, Oléron, Azores) and compared to animals from continental Europe
(Spain), and Africa (Tunisia, Benin). Their karyotype was determined and their
mtDNA restriction patterns studied using the HAE III and RSA I endonucleases
and a polyacrylamide gel electrophoresis. These patterns appear very similar to
each other though one of them is specific to the African animals, probably
indicating that Europe and Africa were colonised by different strains.

INTRODUCTION remonte qu’a ’époque romaine. Présent voici en-
viron 10 000 ans sur la cote méditerranéenne de

I’Egypte 2 la Syrie (Tchernov, 1986), il a atteint

Le Rat noir (Rattus rattus) est un Rongeur la Méditerranée occidentale entre le 1ve et le I°
originaire du sud ou du sud-est asiatique. Son sidcle avant notre ere. Des restes datés de cette
apparition en Europe est récente puisqu’elle ne époque sont signalés en Corse par Vigne (1994),
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Fig. 1. — Localisation des sites de capture de Rats noirs dans le bassin méditerranéen occidental. Les numéros

correspondent a ceux du tableau I.

Map showing the sampling points in the western Mediterranean area. Numbers refer to those in table I.

aux Baléares par Sanders & Reumer (1984) et a
Pompéi par Hirst (1953). La colonisation de 1’Eu-
rope non méditerranéenne s’est effectuée progres-
sivement, dés la période antique, via les axes
commerciaux de 1’époque : cdtes, fleuves ou voies
romaines (Audoin-Rouzeau et Vigne, 1994). Sa
grande expansion en Europe ne remonte toutefois
qu’au Moyen-Age central (XI®-XII® s.), époque
d’urbanisation et de poussée démographique hu-
maine.

La recherche de nouvelles frontiéres au monde
connu a poussé les navigateurs de plus en plus
loin. Enhardis par de nouvelles techniques de
construction navale et par les progrés en matiere
de navigation en haute mer, ils ont «découvert»
et colonisé des iles et des rivages de plus en plus
lointains. Le Rat les y a suivis, devenant une des
especes de Rongeurs les plus largement répandues,
avec deux autres Muridés anthropophiles, le Rat
brun (Rattus norvegicus) et la Souris domestique
(Mus musculus).

A partir du foyer moyen-oriental (De Bruyn,
1980-81), peut-on imaginer deux axes de coloni-
sation du bassin méditerranéen, 1'un passant par
I’Egypte et intéressant 1’ Afrique, 1’autre passant
par les voies commerciales reliant les cotes nord
et les différentes iles?

En ce qui concerne les Agores, il semble que
les Carthaginois furent les premiers a découvrir
I’archipel, suivis par d’autres navigateurs, arabes
et italiens. Aucune installation ne fut cependant
définitive avant I’arrivée, au xv¢ s., de colons
tant6t flamands (Terceira, Faial, Flores, Sio
Jorge), tant6t portugais (Sdo Miguel, Santa Maria,
Pico, Faial, Sdo Jorge, Flores, Corvo) (Frutuoso,
1978, 1983). Ces derniers y firent réguliérement
escale au retour des cétes du Golfe de Guinée.
La question se pose dés lors de savoir d’oll pro-
viennent les Rats noirs de 1’archipel.

Les populations résultant de ces colonisations
multiples dérivent-elles de souches différentes?
Se sont-elles génétiquement différenciées, notam-
ment sur les fles ol ’on sait qu’elles ont déve-
loppé des caractéres morphologiques particuliers,
comme c’est le cas de nombreuses populations
insulaires de Rongeurs (Van Valen, 1973; Lomo-
lino, 1985; Granjon et Cheylan, 1990)? Les
€tudes biométriques de Orsini et Cheylan (1988)
et de Granjon & Cheylan (1990) montrent en effet
que les Rats noirs des petits flots méditerranéens
sont affectés par du gigantisme insulaire et non
ceux des grandes iles, ce qui a également été
constaté chez le Mulot sylvestre, Apodemus syl-
vaticus (Angerbjorn, 1986; Libois et Fons, 1990;
Libois et al., 1993 ; Michaux et al., 1996).
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Tabl. I. — Localités de récolte et caractéristiques génétiques des animaux étudiés. Les chiffres entre parenthéses se
réferent au nombre d’animaux étudiés. Pour les caryotypes, le premier désigne le nombre d’individus dont le caryotype
a été déterminé, le second celui dont les caryotypes ont été utilisés dans les comparaisons cytométriques.

Sampling localities and genetic characteristics of the black rats. The numbers in brackets refer to sample size. When
two numbers appear (karyotypes), the first indicates the number of rats whose karyotype was determined and the
second, the number of karyotypes used in cytometrical studies.

Localités Stationn° Nb. chromosomique ~ mt-DNA
— (cfr fig. 1) N (types)
Stations continentales
Europe
Espagne Altea (Alicante) 1 ? AW (@)
Figueras (Gerona) 2 ? AW (1)
Portugal - 38 (5,5) ?
Afrique
Bénin Cotonou - 38 (2,2) AZ(2)
Séhoue - 38 (1,0) AZ(1)
Tunisie Zaghouan 8 ? AZ(1)
Stations insulaires
Agores Sao Miguel (ile) - 38 (5.,5) AW(2)
Terceira (ile) - 38 (9,9) AW(2)
Oléron St. Pierme 3 38(1,1) AW(2)
Ré Ste Marie 4 3822 AW(2)
Porquerolles 5 38 (1.1) AW(1)
Elbe [] ? AW (3), AY (2)
Sicile San Vitio 7 ? AW(1)
Sardaigne San Antonio 9 ? AW(1)
Corse Galeria 10 38(3,1) AX (1), BX (3)
Ogliastro 1 38 (5,3) AW (3), BW (2)
Ghisonaccia 12 38 (1,0) AW(2)
Bonifacio 13 38 (4.3) AW(4)
Santa Manza 14 ? AW(1)
Lavezzi  Cavalo (flof) 15 2 AW(3)
Lavezzu (lot) 16 38(1,1) AWQ)
Piana (jlot) 17 ? AW(3)
Ratino (flot) 18 38 (4,2) AW (3), AX (1)

MATERIEL ET METHODES

~/

Les piégeages (piéges Sherman ou Manufrance) ont
été volontairement trés dispersés dans I’espace afin
d’avoir plus de chances de mettre en évidence d’éven-
tuelles variations. Nous avons également choisi de tra-
vailler d’une part dans un contexte relativement ancien
de colonisation par le Rat, & savoir le bassin méditer-
ranéen occidental et, d’autre part, dans un contexte
nettement plus récent, celui de 1'archipel des Acores,
isolé au milieu de 1’Atlantique.

Les animaux continentaux étudiés proviennent d’Eu-
rope (Portugal, Espagne : Figueras et Altea), d’Afrique
du Nord (Tunisie : Zaghouan) et du Golfe de Guinée
(Bénin : Cotonou et Sthoue, resp. 6°22°N, 2°25°E et
6°54'N, 2°17°E). Les souches insulaires ont été captu-
rées A Porquerolles, en Corse, en Sicile, en Sardaigne,
A Elbe et sur 4 ilots de 1’Archipel des Lavezzi (Cavalo,
Lavezzu, Piana et Ratino) ainsi que dans 1’ Archipel des
Agores (Terceira 38°45°N, 27°15'W et Sad Miguel
37°45°N, 25°30'W), 2 Ré et Oléron (fig. 1).

Nous avons déterminé le caryotype de 44 individus
et isolé I’ADN mitochondrial de 52 individus pour les
caractériser sur le plan génétique.

Les caryotypes ont été obtenus aprés injection intra-
péritonéale de colchicine, extraction de la moelle des
fémurs dans une solution hypotonique de KCl, centri-
fugation de la suspension et fixation du culot 2 I’aide
d'un mélange (3: 1) de méthanol et d’acide acétique
glacial (Baker et al., 1970). Les préparations ont été
colorées au Giemsa 4 %.

L'extraction de I’ADN mitochondrial repose sur
Iisolement, par centrifugations différentielles, d’un cu-
lot de mitochondries provenant d’un broyat d’organes :
rein, foie, ceeur, rate. Ces mitochondries sont ensuite
lysées en phase alcaline et leur ADN est purifi€ selon
la méthode classique au phénol avec précipitation par
I’alcool éthylique en milieu salin (Palva et Palva, 1985).
Une fois purifié, ’ADN est incubé en présence d’un
enzyme de restriction qui permet d’obtenir un certain
nombre de fragments de restriction. Pour chacun des
individus, nous avons utilisé deux de ces enzymes, en
I’occurrence RSA I (GTAC) et HAE III (GGCC) qui
livrent chacun environ 15 a 20 fragments de restriction.
Selon Ferris et al. (1983a et b) et Tegelstrom et Jaarola
(1989), I’examen d’environ 40 sites de restriction peut
suffir 2 obtenir une bonne estimation de la divergence.
Les fragments ainsi obtenus sont soumis 3 une électro-
phorése sur gel de polyacrylamide (Tegelstrom, 1986)
et révélés par une technique de coloration directe au
nitrate d’argent (Guillemette et Lewis, 1983). Les pa-
trons de restriction peuvent alors étre comparés entre
eux au moyen de I'indice de similarité de Dice A partir
dugquel le taux de divergence des séquences nucléotidi-
ques de Nei et Li (1979) peut étre calculé.

RESULTATS

Tous les caryotypes déterminés comptent 38
chromosomes (Tabl. I). Ce nombre diploide
correspond au caryotype «océanien» défini par
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Tabl. II. — Valeurs des indices de Dice (sous la diago-
nale) et de Nei & Li (au-dessus de la diagonale) cal-
culées entre les six types d’ADN mitochondrial trouvés
chez les Rats noirs.

Dice’s (under the diagonal) and Nei & Li's (above)

indice values calculated between the six mtDNA types
evidenced in the black rats.

AW AX AY AZ BW BX
AW _# 0645 0,491 0324 0672 1,352
AX 0926 # 0,474 0,990 1,352 0672
AY 0942 0945 # 0491 1,193 1,144
AZ 0962 0,889 0943 # 1,028 1733
BW 0,923 0852 0868 0885 # 0645
BX 0,852 0923 0873 0815 0926 #

Yosida et al. (1969,1971, 1974) et par Yosida
(1971) et dériverait du caryotype ancestral «asia-
tique» & 2N = 42 par fusions robertsoniennes. Le
type océanien est celui qui est le plus répandu a
travers le monde. L'étude de la variation de la
longueur relative et de 1’index centromérique des
chromosomes nous indique qu’il n’y a aucune
différence significative entre les individus conti-
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Fig. 2. — A gauche, patrons de restriction de 1’ADN
mitochondrial de Rats noirs (A et B) obtenus aprés
digestion par I'endonucléase HAE-IIL. Le marqueur (1)
est ’ADN du phage 1 digéré par I’enzyme BGL-I. A
droite, patrons de restriction de 1’ADN mitochondrial
de Rats noirs (W, X, Y et Z) obtenus aprés digestion
par I’endonucléase RSA-I. La piste (I) est ’ADN du
phage 1 digéré par I’enzyme BGL-L.

On the left, black rat mt-DNA restriction patterns ob-
tained with the HAE-III endonuclease (A and B). The |
lane contains | phage DNA digested with BGL-I to
produce fragment size markers. On the right, black rat
mt-DNA restriction patterns obtained with the RSA-I
endonuclease (W, X, Y and Z). The | lane contains |
phage DNA digested with BGL-I to produce fragment
size markers.

BX
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Fig. 3. — Dendrogramme UPGMA du coefficient de Nei
et Li (en pourcentage de divergence nucléotidique) pour
les six types d’ADN mitochondriaux obtenus.

UPGMA cluster analysis dendrogram of the six mt-DNA
types. The units are in percentage of nucleotide se-

quence divergence computed according to Nei and Li,
1979.

nentaux européens ou africains et ceux des iles,
tant atlantiques que méditerranéennes. Il est donc
vraisemblable que le statut taxonomique des po-
pulations dont sont issus nos échantillons soit le
méme partout. Cependant, d’autres types d’altéra-
tions sont actuellement recherchées.

En ce qui concerne I’ADN mitochondrial, I’en-
zyme HAE III a livré 2 patrons qui différent entre
eux par seulement 2 fragments (Fig. 2, gauche).
Le patron A, le plus fréquent est trouvé dans
toutes les stations alors que le patron B apparait
dans deux localités de Haute Corse : Galeria et
Ogliastro (embouchure de 1’'Ostriconi) (Tabl. I).

L’enzyme RSA I a livré 4 patrons différents,
W, X, Y et Z (Fig. 2, droite). Le patron Z est
propre 2 tous les individus africains, qu’ils soient
de Tunisie ou du Bénin. Y est particulier a I'ile
d’Elbe. X n’est trouvé qu’en Corse ainsi qu’a
Ratino des Lavezzi et W est trés largement répandu
dans tous les échantillons européens: Espagne,
Agores, iles atlantiques frangaises, Porquerolles,
Elbe, Sardaigne, Sicile, Corse et ilots des Lavezzi.
Les patrons W, Y et Z sont par ailleurs trés sem-
blables entre eux, ne différant que pour 2 frag-
ments.
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Le dendrogramme UPGMA (Fig. 3) représen-
tant la matrice des indices de similarité éclaire
les différences entre types d’ADN mitochondrial.
Elles varient de 0,32% entre AZ et AW et 1,73 %
entre AZ et BX. Les 2 types comprenant le patron
B forment un premier groupe constitué a 0,65 %
de divergence. Il ne comprend que des individus
corses. Le second groupe réunit les autres types
de DNA 2 des niveaux de divergence faibles:
0,32 % entre individus africains (AZ) et européens
(AW); 0,47 % entre le type AY de I'ile d’Elbe et
les types AX de Corse. Les deux groupes ainsi
constitués se rattachent 2 un niveau de divergence
assez faible également puisqu'il atteint a peine
1,2% (Tabl. II).

DISCUSSION — CONCLUSIONS

Tous les niveaux de divergence génétique mis
en évidence par I’étude de I’ADN mitochondrial
demeurent largement en deca des valeurs habituel-
lement observées entre espéces (plus de 10 %) ou
entre sous-espéces (de 'ordre de 4 2 5%). En
fait, elles sont de 1’ordre de ce que 1’on observe
couramment entre individus appartenant 3 une
méme métapopulation, voire a une méme popula-
tion. Brown et Simpson (1981), avec d’autres
enzymes de restriction, ont obtenu des valeurs
comparables (entre 0,2 et 2,3%) pour des Rats
d’Amérique du Nord et de Porto-Rico, certains
types d’ADN mitochondrial parmi les plus dis-
tants (2,1 %) étant partagés par des animaux issus
d’une méme région (Floride). L’existence de li-
gnées trés différentes sur le plan génétique a ce-
pendant été mise en évidence par les mémes au-
teurs qui ont trouvé que les Rats noirs de Sri
Lanka constituaient au moins une sous-espéce 2
la fois distincte de la sous-espéce nominale de
Floride ou de Californie (taux de divergence de
5,3%) et de la souche d’Extréme-Orient (9,6 %
de divergence), elle-méme différente de la nomi-
nale (de 3,4 a 4,5% de divergence).

Du point de vue de leurs patrons de restriction,
les populations de Rats noirs d’Europe de 1’Quest
testées ici sont trés semblables entre elles. Le
niveau de divergence est extrémement faible mais,
rapporté a 1'échelle du temps, il indique néan-
moins que certains des Rats qui ont envahi I’'Eu-
rope appartenaient 3 des lignées mitochondriales
distinctes puisque leur divergence remonte au
moins 2 plusieurs dizaines de milliers d’années si
’on se réfere 2 ’horloge moléculaire de Wilson
et al. (1985): 120000 ans au moins entre les
clones AY et AW tous deux présents sur Elbe;
plus de 330 000 ans entre AX et BW; tous deux
présents en Corse.

Entre les Rats africains et les européens, la
divergence est faible également (0,32% pour la
plupart). Toutefois, le fait que tous les individus

africains partagent le patron Z et que ce patron Z
ne se trouve que chez eux, pourrait indiquer une
colonisation de ce continent par une souche dif-
férente de celles qui ont envahi 1’Europe. Des
recherches complémentaires, portant sur un plus
grand nombre d’individus et sur d’autres régions,
notamment 1’Egypte et le Proche-Orient demeu-
rent indispensables pour vérifier cette hypothese.
Si elle se confirmait, cela signifierait que le peu-
plement des Agores s’est bien effectué a partir de
I’Europe et non via les cotes africaines.

La présence dans une méme région, parfois a
la méme station de capture, de patrons de restric-
tion différents a déja été mise en évidence chez
le Mulot (Apodemus sylvaticus) par Michaux et
al. (1996) et n’a donc rien de surprenant. Cela
indique clairement que la colonisation n’est pas
le fait d’un petit nombre d’individus ayant tous
la méme origine. Elle a pu se faire a plusieurs
reprises ou par un stock d’animaux initialement
non homogéne.

Notre étude montre enfin qu’au vu des faibles
divergences génétiques observées, il serait témé-
raire d’élever certaines populations étudiées au
rang de sous-espéce en dépit de caractéres mor-
phologiques particuliers : différences de colora-
tion, taille plus grande (Agores : Ramalhinho et
al., sous presse; ilots corses : Granjon et Cheylan,
1990; Vigne et al., 1993) ou plus petite (Corse :
Orsini et Cheylan, 1988; Afrique : données per-
sonnelles).
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