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1. Contexte de I'étude

Dans la nature, les individus d’'une méme espéatispersent et se répartissent en plusieurs
populations. Chacune des populations peut évoluacauérir une originalité génétique, plus
ou moins différente de celle des populations vesitOn assiste alors udeersification des
populations. Cependant, le plus souvent, elles continuentharéer des individus par des
événements de dispersion (pas d’'isolement tota)fl@x de dispersion (i.dlux de gene$

tend a homogénéiser les populations (brassageigéggeet a limiter leur diversification.

1.1.La dispersion

La dispersion est définie comme étant un mouvenmaividuel unidirectionnel pouvant
induire des flux de génes (Ronce, 2007 ; Fig. h).dERutres termes, des individus peuvent
quitter leur population de naissance vers une guipilation, et ce pour diverses raisons.
Lorsque qu'un individu disperse sans se reprodisns son nouveau patch d'habitat, on parle
de «dispersion écologique ». Ce phénomene n'ergguas de flux de génes entre les
populations, et n'induit donc pas de brassage iggeetLorsqu'un individu dispersant se
reproduit dans son nouveau patch d'habitat, ore @doks de dispersion efficace» (Fig. 1).
Dans ce cas uniquement, on assiste drassage génétiquesntre les populations (flux de
genes). La dispersion va ainsi limiter les effedéastes de la dérive génétique et limiter le
risque de consanguinité, ce qui réduira le risgextidction des populations. Par conséquent,
la dispersion est un processus essentiel au nraiatieng terme des populations et ce a tous
les niveaux d'organisation biologique (Fig. 2).
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Figure 1. Mouvements individuels observés entreplgsulations d'une méme espece. Les
fleches aller-retour se réferent a des mouvementgmk migratoire. La fleche unidirectionnel

montre un événement de dispersion, ou l'individspdisant peut se reproduite dans son
nouveau patch d’habitat, et participer par conségaex flux de genes entre populations
(« dispersion efficace »).

Réponse a un Dynamique des
/\
changement . B i
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environnemental 4

Dispersion

Cohésion des espéeces

Ecologie des
communautés

Dispersion

Flux géniques « efficace »

Génétique des
populations

Figure 2. La dispersion : processus essentiel antiexa a long terme des populations, a tous
les niveaux d'organisation biologique.

1.2. Mesurer et estimer la dispersion
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La dispersion est un processus complexe, et peut@surée suivant 2 méthodes distinctes.
Dans un premier temps, des suivis individuels denament (radio télémétrie, capture-
marquage-recapture) peuvent permettre d'estimerolgortion d’individus dispersants et les
distances de dispersion effectuées. Basée sur éitmaes directes, cette premiére approche
fait référence a la dispersion écologique, puisqoeame expliqué précédemment, tous les
individus qui dispersent pourront étre suivis, maigune donnée concernant les individus

dispersants qui se reproduisent ne sera disponible.

Puisque la dispersion est un mouvement indivigoelant induire des flux de genes
entre les individus, ce processus peut égalemenid&ntifiable a I'aide d'outils moléculaires
(Broquet & Petit, 2009). La dispersion peut done &nesurée dans un second temps de
maniere indirecte grace a l'analyse des flux deegéaxistants entre les populations,
conséquence des reproductions effectuées dansalebspd’habitat d’arrivée (méthode

relative a la dispersion efficace).

1.3. Génétique des populations et écologie du paysage

La dispersion est donc un des moteurs de l'arraegespatial de la diversité génétique entre
les populations. Mais ce n'est pas le seul prosegsurentre en compte. En particuliers, le
comportement, la morphologie, la physiologie dedividus peut impacter I'organisation
spatiale des populations. Outre ces facteurs ieserle paysage, et la qualité de I'habitat
notamment, vont jouer un réle non négligeable damépartition spatiale des populations. La
gualité de I'nabitat peut avoir des conségquencedesuévénements de dispersion, et par
conséquent, sur l'arrangement spatial de la digeg&nétique des populations. Par exemple,
un habitat de bonne qualité, permettant aux indwidispersants d'avoir de faible risque de
prédation et/ou de mortalité, et offrant d'impotésressources de nourriture, pourra favoriser
les événements de dispersion entre les populatidninverse, un habitat de mauvaise
gualité, ou fragmenté, augmentera le risque deatigrtdes individus qui auront pris le risque
de disperser a travers ce paysage, et par congetpeispersion et les flux de génes seront
moindres que dans un habitat de bonne qualité, enigmt le risque de consanguinité au sein

des populations.

Chez les amphibiens, les zones agricoles (Cush?@@®, Ray et al., 2002; Joly et al.,
2001; Gray 2002; Beebee 1983; Gray et al., 20@4)zbnes urbaines (Delis et al., 1996) et le
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développement des routes (Fahrig et al., 1995; &at., 2002) ont montré des effets négatifs
sur les populations de ces espéces. En particuesrsoutes sont souvent considérées comme
des barrieres a la dispersion, empéchant les éebangre populations, du au fort risque de
mortalité qu'elles engendrent. A l'inverse, lesemohumides et les zones forestieres (Denoél
& Ficetola, 2007; Griffiths, 1996) sont quant aesll réputées pour offrir aux amphibiens de
bonnes qualités d'habitat. En effet, les zones thesnsont nécessaires a la reproduction de ces
especes, et les foréts vont leur offrir de grangleantités de nourriture, une diminution du
risque de dessiccation grace au taux d'’humiditgéeptéconstamment dans la litiere forestiere,
et limiter le risque de prédation. Ainsi, la stwretion du paysage au sein et autour des
populations d'amphibiens pourra fortement organiter diversité génétigue de ces
populations. Par exemple, on peut s'attendre aiedagprésence de bandes forestiére favorise
la dispersion des individus, alors que ces événenmasurraient étre fortement réduits dans
un paysage agricole (Fig. 3). Par conséquentubeda consanguinité au sein des populations
pourrait étre plus important dans les populatiogsicales que dans les populations
forestieres, ce qui pourrait engendrer un risquen meégligeable d'extinction de ces

populations.

Forestier Bocager Agricole

A °

)

Figure 3. Hypotheses de structuration génétiqueitedoar I'organisation du paysage. On

s'attend a ce que les populations forestieres iamtrles événements de dispersion, alors que
ces échanges pourraient étre plus rares entreapesagions agricoles. La fleche correspond
au risque potentiel de consanguinité en fonctios pleysages (risque de consanguinité fort

dans les populations agricoles).
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1.4. Trame verte et bleue

Dans ce contexte de fragmentation des habitatsisetednent des populations, la mise en
place de la'rame vert et bleueen 2007 a pour objectif de maintenir et reconstitin réseau
d’échanges sur le territoire national pour que dspeces animales et végétales puissent
communiquer, circuler, s’alimenter et se reproduike but ultime de cette politique
d'aménagement du territoire est d'enrayer la pkrteiodiversité attribuée aux effets négatifs
de la fragmentation des habitats. La fragmentatlea habitats est la principale menace
d'extinction de nombreuses espéces a travers be gl se caractérise par la réduction des
patchs d'habitats et par I'éloignement géographideeces patchs. Par conséquent, la
fragmentation des habitats risque de freiner le&néments de dispersion réalisés par les
individus, et ainsi augmenter le risque de conseitguet le risque d'extinction au sein des
populations. Afin de contrecarrer les effets ndgate la fragmentation des habitats et d'en
réduire ses conséquences]tame verte et bleuevise a (re)constituer un réseau écologique
cohérent, constitué deservoirs de biodiverst et decorridors écologiquesjui permettent

aux populations de circuler et d’accéder aux zettates nécessaires a leur cycle de vie.

La difficulté d'une telle organisation spatialenéique aux espéeces qui y vivent est de
quantifier dans un premier temps ['état des lieux @s échanges entre populationsfin
d'identifier les réservoirs de biodiversité et depmser des solutions d'aménagement de
corridors écologiques entre ces entités. La déece populations « sources » (= réservoirs
de biodiversité) ainsi que la mise en place de amsidors écologiques (corridors verts,
passage a faune) entre populations peut étre @éafjgice aux outils de la génétique des
populations. A linverse, la génétique des popoifeti peut également étre utilisée pour
évaluer le taux de succes de ces structures asegduite les effets de la fragmentation des
habitats (Holderegger & Wagner, 2008).
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1.5. Objectifs de I'étude

Le but de cette étude est de déterminer, au tralesrpatrons de distributions des fréquences
alléliques, comment la dispersion (parmi d'autrésemininants évolutifs) a pu faconner
l'arrangement spatial de la diversité génétiqued’Batres termes, les objectifs de cette étude

sont de :

- (1) estimer la diversité génétiquedes populations : une population a faible divérsit
génétique (i.e. forte consanguinité), du fait dambre de reproducteurs insuffisants, risque
un phénomeéne de dérive génétique qui mettraitiea ourt terme sa viabilité;

- (2) de mettre en évidentes flux de genes existantsntre les populations (et également les

populations « sources »).

Ces résultats pourront permettre ultérieuremepptiguer dessolutions d'aménagement du
territoire ciblées dans le but si besoin de (re)connecterplgsulations, protéger les

populations sources, ou encore restaurer de nesvedipulations.
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2. Méthodes

Encadré 1. Rappel de génétique

L'ADN, support nucléaire des génes, est composé ugtés chimiques, dites "bases" (A,
G et C). Un gene correspond a un enchainementspf@@guence) et spécifique de ces b
(exemple: ATGCGCT). Les différentes "formes" (= wégces) qui peuvent exister pour
méme gene sont les alleles. La position d'un gendeschromosome est le locus. A tg
locus, un individu posséde deux alléles, I'un Baté sa mere, l'autre de son peére.

CHROMOSOME Hérédité Hérédité

du pere M () dela mere

, > A 4 O Géne
g ﬂ | = Allel
CELLULE > Allele 2

(v
~
v Les alleles sontidentiques
< surles 2 chromosomes:
\/ individus homozygotes
~—ot?f ~
S
&/ ADN _|
@‘9 A\ @ Les alleles sont différents
.\.;45 A @ <€— surles 2 chromosomes:
"3\2‘»\. ‘N,i&/ J individus hétérozygotes
I

Sur la chaine d'ADN sont aussi dispersés des fraggmelits “satellites” (mini- ¢
microsatellites) qui sont dits "non codants”, csignifiant qu'ils sont sans "significatior
apparente, leur fonction est en fait inconnue. f€agments comprennent en région cent
des répétitions d'un motif de 1 a 5 paires de hasrs une taille totale de plusieurs dizair
a quelques centaines de paires de bases.

Du fait de cette non-signification, ces fragmenes subissent aucune pression
sélection : ils sont ainsi généralement trés pohlpes. De maniere accidentelle, la répétit
centrale peut lors d'une réplication (lors de ldtiplication ou de la division cellulaire), sub
une deélétion (un motif sera alors manquant) ou ingertion (un motif répliqué en exces
Cela a pour conséquence, dans le premier cas,imieution du poids de ce fragment, ¢
dans le second une augmentation. Ce sont, aptéemisat de ce fragment, ces différences
poids qui permettent dearactériser chaque individu

T,
ases
un
ut

t
N
rale
nes

de
ion
ir
5).
DU

de

Caractériser l'originalité génétigue des sites athannés passera donc par l'analyse

génétique des individus qui y vivent. On parleraralde ladiversité génétique des
populations. La diversité génétique peut se mesgréce a I'estimation deBéquences
alléliques présentes au sein des populations. La fréquetéigaé est la fréquence a laque

lle

se trouve l'allele d'un gene dans une populatiansdmme des fréquences alléliques de tous
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les alléles d'un géne dans une population est pandéfinition égale a 1. Chez les individus

diploides, il y adeux allélesdu méme géne a un locus donné, un allele d'orgmternelle, le

second d'origine maternelle. Ces alleles peuvend &emblables chez un sujet

dit

homozygote (ou identiques en cas de consanguinité) ou diférechez un sujet

hétérozygote

La consanguinitéest un régime de reproduction ou les unions sedotie individus

apparentés. Il en découle une augmentationimgisidus homozygotes du fait que les

individus s’étant reproduits ont souvent les mémeses hérités de leur ancétre commun

(Henry & Gouyon, 2003). A partir des frequenceglales, nous pourrons donc estimer

les

taux dhétérozygotie et d’homozygotie moyendes populations échantillonnées, ce qui nous

renseignera sur kaux de consanguinitéprésent au sein des populations, et égalemetds

échanges existants entre les sites.

ur

Encadré 2. Exemple de mesure de variation génétiquaans les populations naturelles
le cas du polymorphisme floral chez le muflier a gindes fleurs Antirrhinum majus)

Blanc
rr

Rouge
RR

Rose
Rr

La corolle du muflier peut prendre différentes eau$ : rouge, blanche ou rose. Les indivi
rouges et blancs sont homozygotes (2 alleles séhaBI&R ou rr) et les individus roses s
hétérozygotes (2 alleles différents R et r). Dams population de 400 plantes, on observe
individus rouges (génotype RR), 45 individus blagénotype rr) et 190 individus ros
(génotype Rr). La fréquence allélique de l'alleledBns la population sera notpeet sera
égale a [2 x nombre d’individus rouges (165) + hiambre d’individus roses (190)] / (2
nombre total d’individus). Au total donc, la fréeque alléliquep de l'allele R sera de 0.6!
Suivant la méme procédure, la frequence alléliquéallele r sera notéq et sera de 0.35
Notons ici que comme annoncé précédemment, la sodandréquences alléliques d'u
population est égale a € g = 0.65 + 0.35 = 1).

dus
DNt
165
es

X

O
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2.1.Espéce étudiée et site d'échantillonnage

Le crapaud commurB(fo bufd est I'espece de crapauds la plus répandue erp&u@ette
espéece est relativement opportuniste, et se redrdams de nombreux habitats, aussi bien en
milieux agricoles, qu'en milieux forestiers, ourailieux urbains. C’est un crapaud de taille
moyenne, de I'ordre de quelques centimétres de (Big 4). La femelle est plus grande et
plus grosse que le male. La plupart des anourdscemsidérés comme étant des espéeces a
faible capacité de dispersion (quelques kilometmeximum : Smith & Green, 2005;
Boissinot, 2009).

Figure 4. Crapauds communs (males).

Afin de caractériser la diversité et la structumatigénétique de populations de crapauds
communs, 4 mares ont été échantillonnées en Alskoes lesquelles un maximum de 10
individus ont été capturés (Fig. 5 et Tableau 1).tétal, 38individus ont été échantillonnés

(8 femelles et 30 males). Pour chaque individusretons mesuré la taille museau-cloaque et
la taille de la patte arriére. Les crapauds ontiiém®té pesés. Nous avons également pris de
I'ADN par la méthode des écouvillons buccaux stéritottés a l'intérieur de la cavité buccale
de chaque individu. Les cotons des écouvillons estduite été conservés dans du tampon

d'extraction TE 1x. Apres les mesures, les indisidaot été immédiatement relachés sur place.

11
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Figure 5. Carte des 4 sites ou les crapauds comonirété échantillonnés en Alsace.

Tableau 1. Numéro des mares échantillonnées, cooéds géographiques (Lambert Il

étendue), nombre de femelles)(Ht nombre de males )\ capturés par site dans le cadre de

I'étude.
Code mares| Latitude Longitude N Nm N total
BR4 1011561.7 1011561.7 0 10 10
BR5 972597.9 972597.9 0 10 10
BR6 985570.8 985570.8 6 3 9
BR7 988629.5 988629.5 2 7 9
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2.2. Analyses génétiques
2.2.1. Extraction d’ADN

A partir des écouvillons buccaux, 'ADN a été extpaur chaque individu suivant la méthode
d'extraction aux sels (sodium-dodecyl-sulfate (SBD&@pteinase K/Phenol - Chloroform; voir
Sambrook & Russell, 2001).

2.2.2. PCR (polymerase chain reaction)

La PCR permet d'obtenir une trés grande quantitdralgment d'’ADN utile. A chaque
échantillon d'/ADN a caractériser sont ajoutés divénctifs (eau, dNTP, tampon, polymérase)
et un couple d'amorces. Une amorce est une séquiamoe vingtaine de paires de bases,
située de part et d'autre du fragment microsatelét spécifique de ce dernier. A chaque
cycle, les 2 brins d'ADN se séparent, et le fragmsegné entre les 2 amorces est synthétisé : il
y a ainsi une augmentation exponentielle de la tifgaghe fragment d'ADN utile. Nous avons
utilisé 8 loci Bbufu54, Bbufu23, Bbuiu49, Bbujull, Bbuful3, Bbuful4d, Bbuju24 et
Bbufu46) dont les détails sont disponibles dans Breds. €2001). Les 8 paires de loci ont
été regroupées par 2 ou 3 afin de former 4 mukiplees PCR ont été realisées grace a
l'utilisation de kit Type-it Microsatellite PCR (&gen). Sur chaque paire d'amorce, l'une d'elle
a été marquée avec un colorant fluorescent (Eww@ienomics). Les produits issus des PCR
ont ensuite été placés dans un Analyseur d’ADNaglaires 3730x1 (Applied Biosystems).
La taille des fragments a été déterminée et amalgséc un marqueur de taille (ROX500)
sous le logiciel GENEMAPPER (Fig. 6).

- R

:J Individu hétérozygote

Figure 6. Extraction d’ADN a partir d'écouvillongdoaux, PCR, et analyses des fragments
sous GENEMAPPER.

13
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2.3. Analyse des résultats

2.3.1. La diversité génétique globale

Encadré 3. Le modéle de Hardy-Weinberg

L'équilibre de Hardy-Weinberg reste le modéle tlpa@ central de la génétique des
populations. La notion d'équilibre dans le modéke tdardy-Weinberg est assujettie| a
différentes hypothéses : la population sur laquele étudie cette notion d'équilibre est
panmictique (les couples se forment au hasarg)opaulation est trés grande en effectif ; il ne
doit y avoir dans la populationj sélection, ni mutation, ni migratioans ces conditions, |a
diversité génétique de la population se maintiedbé tendre vers un équilibre stable.

Si les hypothéses du modele de Hardy-Weinbergrespectées, on peut prédire exactement
les fréquences génotypiquesx partir desfréquences alléliquesde la population. Si I'on
reprend I'exemple du muflier (sgitla frequence de I'alléle R gtla fréquence de l'alleler) :

Fréquence du génotype RR (rouge) : p x p = p?
Fréquence du génotype rr (blanc) : g x q = g2
Fréquence du génotype Rr (rose) : 2 X p X q = 2pq

Les proportions de Hardy-Weinberg, relatives auqdiences en hétérozygotes | et
homozygotes, renseignent sur le statut génétiquia gmpulation. On calcule alors delx
hétérozygoties : I'hétérozygotie attendue sous pdigese d’Hardy-Weinberg (appelge
hétérozygotie attenduegl qui est égale a 2pq et I'hétérozygotie obserftdg). Si les
hypothéses du modéle d’Hardy-Weinberg sont respectéb sera égal a H Si
I'hétérozygotie observée est inférieure a I'hétggatie attendue (bl < Hg), cela signifie
guil y a plus d’homozygotes que prévus dans lepufaiions étudiées. Cet exces
d’homozygotes pourra alors étre assimilé a un dsgie¢ consanguinité au sein des
populations.

A partir de fréequences alléliques, I'hétérozygateendue (i) et I'hétérozygotie observée
(Ho) ont été calculées avec le logiciel ARLEQUIN (Efmy & Lischer, 2010) pour chaque
mare échantillonnée et pour la population globidleus avons testé si les mares étaient dans

les conditions du modéle d’'Hardy-Weinberg:(#Ho) ou non (H < ou > Hy).
2.3.2. Analyses par sous-populations

Dans une population subdivisée, on distingue 3anixede complexité: I'individu (1), la sous-
population (S) et la population totale (T). Lesiga$ de fixation de Wright (1969) suivants
considérent (Fig. 7) : H hétérozygotie observée d'un individu dans sa-population, H :
hétérozygotie théorique d'un individu dans sa smmilation panmictique, H :

14
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hétérozygotie théorique d'un individu dans la papah totale en panmixie. Lapefficient de
consanguinité Fs est calculé a l'intérieur de la sous-population |ga = (Hs — H) / Hy.
L'index de fixation krexprime la diminution de I'hétérozygotie liée alaergence entre la
sous-population et la population totalesr = (Hr — Hs) / Hy. Cet index est donc utilisé
commeindex de différentiation génétiqueentre les sous-populations (Wright, 1969 ; Weir
& Cockerham, 1984). Si ledfr est égal ou trés proche de 0, cela signifie qu'th de
nombreux échanges génétiques entre les populafjpms de différenciation génétique,
population panmictique). A l'inverse, si lgFest proche de 1, cela se traduit par une forte
différenciation génétique entre les populationggguant tres peu voire aucun flux de géenes
entre les populations. D’apres Wright (1978), wt Eompris entre 0 et 0.05 révele une
différenciation faible ; un & compris entre 0.05 et 0.15 traduit une différetimmmodérée ;

un Fst entre 0.15 et 0.25 suggere une différenciationomamte et au-dela de 0.25, lerF
illustre une différenciation tres importante.

L’indice Fs nous renseignera donc sur la déviance de I'hétgatie observée chez
un individu par rapport a I'hétérozygotie atten@mecas de reproduction aléatoire (modele de
Hardy-Weinberg). Cet indice nous apportera desrim&bions sur le degré dmnsanguinité
des individus issus decroisements entre individus apparentéslirectement au sein des
mares. L'indice Er nous renseignera également sur le taux de coniséiégglobal existant
entre les populations, mais cette fois-ci, cetdadious apportera des informations concernant
la consanguinité résultant d’une subdivision de la pagation (les populations et/effectifs
sont trop faibles et au fur et a mesure des regptahs, méme aléatoires, on assiste a une
perte d’'individus hétérozygotes). Les 3 indiceg s et fr ont été calculé grace au logiciel
ARLEQUIN (Excoffier & Lischer, 2010).

Nous avons également utilisé le logiciel STRUCTUR#itchard et al., 2000), qui
implémente une méthode de clustering pour linféeerde la structure génétique de
populations a partir de données génétiques souforfae de marqueurs indépendants.
L'objectif est de grouper les individus (et dons taares échantillonnées) en populations. En
d'autres termes, cette méthode permet de nousigeasesur le niveau de complexité des
mares échantillonnées. Chaque mare est-elle undatimm ou plusieurs mares forment-elles
une métapopulation ? Pour cela, les résultats de STRUCTURE sont séslyavec
STRUCTURE HARVESTER (Earl et al., 2012), logicialiqnous donnera un indic&K)
nous permettant de délimiter le nombre de groupessepts au sein des 5 mares

échantillonnées.
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Encadré 4. Le concept de métapopulations

Ce concept est décrit pour la premiere fois paririseen 1969. Il définit la métapopulatic
comme un ensemble de populations d'individus d'néme espéce séparées spatialemer

temporellement et étant interconnectées par deseéwents de dispersion. Ces populati

occupent des parcelles d'habitat de qualité variabl sein de la métapopulation et a t
moment certaines parcelles pourront étre disposibteinoccupées. La zone intermédia

appelée la matrice de I'habitat est vue commelisaitie mais peut étre traversée.
Au sein d'une métapopulation, la population d'utchpa'’habitat peut s’éteindre et

dernier peut ensuite étre recolonisé grace a wpediion au départ d’autres patchs d’hak

(Fig. 8). La métapopulation dans son ensemble glets étre stable méme si certaines pa

fluctuent. Sa persistance dépend donc d'un équiitbchastique entre les extinctions loce
et la recolonisation de sites vacants. Cependéstleiment et I'éloignement progressif ¢
habitats, comme peut engendrer une fragmentatian h@dbitats par exemple, peuve

entrainer un risque important d'extinction sanssfis recolonisation et disparition de
métapopulation. La persistance d'une populatiormld@ ainsi : des interactions spécifiqu
des caractéristiques écopaysageres (fragmentatierhabitats ou corridors écologiques
des phénomeénes de stochasticité démographique vabrerementale. La survie d’un

métapopulation est donc dépendante du bon étatomeexions entre ses sous-populations.
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Figure 8. Structure de deux modéles de métapopokatiChaque rond représente une s
population (par exemple une mare) et les flechpeesentent les événements de disper
essentiels pour le maintien de la métapopulatioa. dros rond gris (sous-populati
« source ») représente une population a fort éffdotrnissant de nombreux migrants ve
d’autres populations, et garantissant un flux deegesuffisant pour maintenir la stabilité de
métapopulation a long terme.
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2.3.3. Isolement par la distance

Le principe de lisolement par la distance prédie oplus les individus sont éloignés
géographiquement, plus ils seront difféerents ggnétnent. Ce principe sera testé ici par un
test de Mantel (Mantel & Valand, 1970) réalisé steubgiciel R, en comparant legpar

paires calculés précédemment et la distance géuquap entre chaque paire de mares

calculées avec le logiciel ArcGIS 10.

2.3.4. Détection de migrants

Enfin, afin d’avoir de plus amples informations $es événements de dispersion effectués
entre les mares échantillonnées, nous avons ra@ds@nalyses de détection de migrants et
des tests d’assignation avec le logiciel GENECLA®SRy et al., 2004). Les résultats nous

permettront également d’identifier les mares « sesi» au sein des mares étudiées.

3. Résultats

3.1.Diversité génétique et structuration des populaion

Tous les individus ont été analysés avec les 8asatellites présentés plus haut. Les 4 mares
testées montrent un écart significatif par rappaiequilibre de Hardy-Weinberg (P < 0.05).
Toutes les mares montrent des taux relativementenmyd’hétérozygoties (Tableau 2).
L’hétérozygotie moyenne attendueg(HO0.7421 + 0.1202) est supérieure a I'hétérozygoti
observée (d: 0.6402 + 0.0843), ce qui suggere un faible dédic hétérozygotes au sein des

mares.

Tableau 2. Hétérozygotie observéepHattendue (i), indice de consanguinité §f et
nombre d’individus échantillonnés par mare. * dignque les valeurs dedpar population

sont significatives.

Code mare N o] He Fis
BR4 10| 0.73+0.23 0.77 £0.10 0.0292
BR5 10| 0.61 +£0.37 0.72 £0.16 0.1669*
BR6 9| 0.54 +0.37 0.71 £0.11 0.2841*
BR7 9| 0.68 +0.36 0.76 £0.12 0.0623
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La variance génétique est plus importante a l'iatérdes mares qu’entre mares (a I'intérieur
= 13.04%, entre mares = 6.22%). Le coefficientadesanguinité global§&est de 0.1390 et
est significatif (P < 0.001). Une forte valeur dg significative suggere une influence de la
consanguinité au sein des mares. Les coefficientsodsanguinité & sont présentés dans le
Tableau 2 pour chacune des mares. On remarque metatngue les valeurs dgsFsont
significatives pour les mares BR5 et BR6, qui @spectivement un taux de consanguinité de
16.69% et 28.41%.

La valeur de Er globale est de 0.0623 parmi toutes les maresstetignificatif (P =
0.0010) supposant une différenciation génétique émém entre les mares. Sur 6
combinaisons, aucune valeur derfpar paires n’est significative (Tableau 3). Laewal
globale de Fk est de 0.1926 et est significative (P < 0.001}teClerte valeur de - traduit la

présence d’'un déficit global en hétérozygotes audms mares échantillonnées.

Tableau 3. Er par paires (diagonales du dessous) et distancagraghiques entre mares
echantillonnées (diagonales du dessus, en km)valesars de Er par paire significatives sont

notées en gras.

BR4 BR5 BR6 BR7
BR4 - 45.0038 | 37.4739] 78.881¢
BR5 0.0560 - 13.7232 | 55.3280
BR6 0.0678 0.0777 - 48.5755
BR7 0.0481 0.0226 0.0417 -

Le test de Mantel a réveélé qu'il n'y avait paselation significative entre lesskpar paires et
les distances géographiques entre mares (test aéeMa0.7142, P = 0.9572). Ce résultat
suggére que les individus éloignés n’'étaient pas mlifférents génétiqguement que des

individus proches géographiquement.

Les analyses réalisées sous le logiciel STRUCTURENis en évidence 1 seul
cluster génétique parmi les 4 mares échantillonn@esésultat démontre qu'il ne semble pas
exister de différenciation génétique entre les maehantillonnées (les mares forment une

seule population).
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3.2. Détection de migrants

Parmi les 38 individus analysés, le logiciel GENESIS2 a identifié5 migrants potentiels de
1%"® génération (Tableau 4). Les 5 migrants ont étéatés dans plusieurs mares différentes
(BR5, BR6 et BR7) et avaient pour origine les maBé&d, BR5 et BR6. Globalement,
quelques échanges ont donc lieu entre les mareantitdmnées. Une mare envoie des
migrants et n’en recoit pas (BR4) et une mare teges migrants mais n’en n’envoie pas
(BR7) (Tableau 4 ; Fig. 9).

Tableau 4. Résumé des analyses de détection dantsget des tests d’assignation réalisés
sous GENECLASS2. Le pourcentage de migrants estpammpar rapport au nombre

d'individus échantillonnés.

Détection de migrants Tests d’assignation
Code N Nombre de migrants| Pourcentage deg  Mare Mare F;gjsaﬁ{itteé
mares potentiels migrants d’origine assignée dPassignation
BR4 10 0 0.00% 3 BR4 0.2904
BR5 10 2 20.00% 1 BR5 0.2194
BR6 9 2 22 2204 1 BR6 0.3101
BR7 1 11.11% 0 BR7 0.1838

Figure 9. Résumé des tests réalisés sous GENECLAS®SZléches représentent I'origine la
plus probable des migrants identifiés entre lesem&chantillonnées. Les mares en rouges

montrent les mares qui ont une valeur gg(¢oefficient de consanguinité) significative.

BR4

BR5

o

BR6

0 75 15 25 30 km
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4. Discussion et recommandations

De nombreuses mares et zones humides sont recamséé¢sace. Le crapaud commuBufo
bufg y est présent de maniere relativement importaDtas le cadre de cette étude de
connectivité des habitats, cet anoure est une lertel espéce a étudier de par son
opportunisme au niveau des habitats qu'il fréqueetepar ses capacités de dispersion de
I'ordre de plusieurs kilométres (Smith & Green, 2D0

Les analyses de structuration et de diversité tgpreont révélée plusieurs résultats
sur cette espéce. Dans un premier temps, nous nsapas identifié de phénomeéne
d’isolement par la distance. Ce pattern a cepengténsouvent observé chez les amphibiens,
pour lesquels de faible capacité de dispersion quuoe I'accumulation de divergences
géneétiques entre populations (Knopp & Merild, 20K8¢hta & Tan, 2006; Rowe et al., 2000;
Tallmon et al., 2000; Vos et al., 2001; Zamudio &&@zorek, 2007).

Le coefficient st a été calculé entre les populations. Ce parandgtréifférentiation
géneétique (kv = 0.0623) entre les mares alsaciennes est sigtiifiet révele qu’il existe une
différenciation génétique, cependant faible, emtites. Le kt est faible, ce qui suggere
malgré tout I'existence d’échanges d’individusdiéements de dispersion) entre les mares.

Malgré une valeur ded-significative, les mares échantillonnées ne sentlgas étre
totalement isolées les unes des autres. On obsepandant quelques échanges d’individus.
Il est important de noter ici que, méme si les ys&d ont identifié quelques de migrants, en
déterminant notamment la mare BR4 comme potentielte « source », cela ne concerne que
les migrants de °F génération. En d’autres termes, il est fort prédajue d’'une année sur
l'autre, les mares sources soient différentes audieréseau. Il semble donc important de ne
pas négliger les mares échantillonnées, mares @quirgient étre tres importantes dans le

fonctionnement des populations de ce réseau.

A partir de ces résultats, la prospection de macesieillant des crapauds communs
(notamment entre les mares étudiées ici), et liipomtion de ces mares et individus dans des
analyses similaires de génétique des populatian®rement recommandée dans un premier
temps. Par la suite, la restauration de mares &/otéation de nouvelles mares, offrant aux

crapauds communs de nouveaux patchs d’habitat dbles (notamment pour leur
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reproduction), pourraient étre de bonnes mesuragpensatoires afin de réduire les taux de
consanguinité observés actuellement au sein dessnéahantillonnées. La mise en place de
corridors écologiques entre ces mares pourraieégzait favoriser plus d’échanges entre ces
habitats. Un suivi des individus et des mares auscdu temps, couplés a des analyses de
géneétique des populations serait pertinents aftudier I'évolution de la structuration et de
la diversité génétique des crapauds communs (cotrwoaih évoluer les indicesdet Fst au
cours du temps ?), en vue de futures aménagemeetritoire pour la préservation de cette

espece au sein de la région alsacienne.
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