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Présentation des organismes d’accueil

BUFO est une association Alsacienne spécialisé dansdgétla protection et la
conservation des amphibiens et des reptiles présents en Alsace. Crée en 1997, cette
association a but non lucrative est actuellement présidé par monsieur Jean Barbery et compte
treize administrateurs. Elle comprend également deux salariés, Jean-Pierre Vacher (chargé
d'études) et Victoria Michel (chargée de mission).

Cette association joue un role primordial en Alsace puisqu’elle réalise le suivi de
'ensemble des espéces recensées dans cette région. Cette démarche lui permet d’actualiser et
d’améliorer annuellement les connaissances sur le statut et la répartition de ces espéces. Elle
transmet et valorise ensuite trés volontiers I'ensemble des informations qu’elle recueille par
lintermédiaire de nombreux outils (Atlas régional, conférences...). Elle répond également
favorablement a toutes les questions ou sollicitations associés au domaine de I'herpétologie
provenant des professionnels ou des particuliers. Enfin, elle effectue un grand nombre

d’actions (sauvetages routiers, création de mares...) en collaboration avec de nombreux

organismes.
Siege social Siége administratif :
Association BUFO Association BUFO
Musée d’Histoire naturelle et 8 rue Adeéele Riton
d’Ethnographie 67000 Strasbourg, France
11 rue de Turenne Tel : 0388 22 11 76
68000 Colmar, France EMail : bufo@9online.fr

Site internet www.bufo.alsace.free.fr

L'Institut fiir Natur- Landschafts und Umweltschutz (NLU) appartient au
département deSciences Environnementales de I'Université de Béale. Elle se consacre a la

biogéographie et a la biologie de la conservation des especes animales et végétales.

Adresse :

Institut fir Natur- Landschafts und Umweltschutz
St. Johanns-Vorstadt 10
4056 Basel, Suisse.
Tel : + 41 61 267 08 31
Site internetwww.conservation.unibas.ch/nlu/index.html




[ - Introduction

Le déclin de la biodiversité mondiale est un phénomene qui s’est intensifié ces
derniéres décennies. Méme si les causes de cette érosion sont nombreuses et variées,
I'altération, la perte et la fragmentation des habitats restent les facteurs principaux conduisant
a la disparition de nombreuses espéces (Fahrig, 2003 ; Gibbahs 2000 ;Krausset al.,

2010 ;Readinget al., 2010). En effet, la mise en place d’axes routiers, l'intensification de
I'agriculture (Tilmanet al., 2001) ou 'augmentation de 'urbanisation peuvent constituer de
véritables barrieres. lls conduisent fréequemment a une réduction, et parfois méme a un arrét
total, de la migration des individus. Les différentes populations se retrouvent alors
progressivement isolées les unes des autres. Le flux de géne étant ainsi réduit, la diversité
génetique de ces populations régresse inévitablement. Leurs capacités d’adaptations étant
affaiblies, elles deviennent alors beaucoup plus sensibles aux diverses pressions biotiques et
abiotiques ce qui provoque une réduction d’effectif et de viabilité et donc une augmentation
de leurs risques d’extinction (Dixet al.,2009 ; Frankhanet al, 2007). Selon les espéces et

les populations concernées, les facteurs responsables de ce déclin agissent plus ou moins
rapidement. De ce fait, il est souvent difficile de prouver que ce phénomene est en cours et
ainsi d'agir efficacement pour protéger et conserver les populations touchées avant leur
disparition totale.

L'utilisation des principes de la génétigue de la conservation tend donc a se
démocratiser pour évaluer le statut des populations. Basée sur différents marqueurs
génétiques, comme les allozymes, les RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA),
les AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), les RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphisms), les minisatellites ou encore les microsatellites, cette discipline
permet entre autres de mesurer la diversité génétique des populations, de détecter la
consanguinité ou encore d’estimer la réduction du flux de génes associée a la fragmentation
du milieu (Beebee, 2010 ; Frankhagh al., 2007, Jehlet al., 2002). De part leurs forte
variabilité génétique, les microsatellites de I’ADN nucléaire sont actuellement les marqueurs
génetiques les plus utilisés pour les especes animales. En effet, leur taux de mutation éleve les
rende treés informatifs pour les études a I'échelle des populations (Beebee, 2010 ; Frankham
et al., 2002 ).

L'une des nombreuses applications offertes par la réalisation des études génétiques

réside dans I'évaluation de la structuration des différents noyaux populationnels. Cette
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information est trés utile pour définir de maniére adéquate les priorités d’actions a mener en
termes d’aménagement écologique pour I'espece concernée (Fraeklzm2002, 2007).

Les populations situées en limite d’aire de répartition sont souvent caractérisées par des
effectifs restreints, une forte isolation et une faible diversité génétique (Vueeath 2003).

En conséquence, leur structuration génétique est souvent trées marquée en raison du flux de
génes réduit. Toutefois, il arrive parfois que ces populations présentent une variabilité
génétique supérieure a celle observée chez des populations situées beaucoup plus
centralement dans I'aire de répartition (Munweesl., 2010). Cela augmenterait les capacités

de survies des individus en leurs offrants des possibilités d’adaptations a l'instabilité de leur
environnement (Munwest al., 2010). lls seraient donc plus aptes a coloniser des milieux
dont les conditions écologiques ne correspondent pas obligatoirement a I'optimum vital de

'espece.

En raison de leur cycle de vie et de leur biologie, les amphibiens sont connus pour étre
particulierement sensibles aux différentes perturbations qui peuvent affecter leurs
environnements. En effet, il est actuellement largement démontré que laltération et la
fragmentation des habitats, la destruction et la pollution des sites de reproduction ou encore
les maladies émergentes telles que la chytridiomycose sont les principaux facteurs
responsables du déclin de nombreuses espéces d’amphibiens a travers le monde @llentoft
al., 2010, Noékt al., 2007, Blausteiet al, 2002). Malheureusement, ces éléments sont loin
d’étre les seuls puisque les changements climatiques, l'augmentation de I'’émission des
radiations ultraviolet, les pluies acides, la mortalité routiére, la surconsommation humaine et
les espéces invasives renforcent souvent de maniére négative I'action des diverses causes
évoquées précédemment (Allentat al., 2010, Noélet al., 2007, Stuaret al., 2004,
Blaustein et al 2002).

Les nombreuses études déja réalisées sur des especes d’amphibiens différentes
s’accordent a dire que la diversité génétique des populations varient fortement en fonction de
I'espece considérée, de sa capacité de déplacement, de la nature et de I'étendue de la menace
a laquelle ils sont confrontée (Allentoéit al., 2010). Alors que les Ranidae et les
Salamandridae manifestent principalement un comportement philopatrique avec des capacités
de dispersion réduites, les Bufonidae sont au contraire capables de réaliser de grandes
migrations. De ce fait, 'impact des structures routieres, par exemple, se révélerait beaucoup

plus néfaste pour ces derniers (Allentoft et al., 2010).



Figure 1: A. Aire de répartition du crapaud vert en Eurd@ascet al., 1997). B. Aire dg
répartition du crapaud vert en Alsace (Thigeal., 2010).




En conséquence, il est actuellement estimé que 41% des espéces d’amphibiens
répertoriées a travers le monde seraient menacées d’extinction (UICN, 2011). En Europe,
22,9% d’entre eux montre un déclin (Templeal., 2009) et cet état affecterait prés d’'une
espece francaise sur cing (Comité Francais de 'UICN, 2009). De plus, les amphibiens sont
protégés par des conventions internationales telles que la directive « Habitats-Faune-Flore »
mise en place par la Communauté Européenne ou par la |égislation nationale comme par

exemple I'arrété du 19 novembre 2007.

Le crapaud vertRufo viridig est un Bufonidae a vaste répartition qui se rencontre
dans la majeure partie de I'Europe centrale et méridionale, ainsi que dans toute I'Afrique du
Nord et le Moyen-Orient (Roth, 1997 ; Stbek al., 2008, Figure 1A). Eteint en Suisse
(Grossenbacher, 1988), il atteint la limite occidentale de son aire de répartition en France, a
'ouest de la vallée du Rhin (en Alsace et en Lorraine) et en Corse, et au nord-ouest de ['ltalie.
Considéré comme rare et en déclin en bordure de son aire de répartition, la population de
crapauds verts du nord-est est inscrite dans la liste rouge des especes menacées en France
dans la catégorie « En danger » (Comité francais de 'UICN, 2009). Il est également inscrit &
'annexe Il de la Convention de Berne et a 'annexe IV de la Directive européenne « Habitats-
Faune-Flore ».

Ce Bufonidae a déja fait I'objet de nombreuses études scientifiques, en particulier dans
le domaine de la génétique. Bien que cette espece soit généralement diploide (2n=22),
certaines populations d’Asie ont montré la présence d’individus polyploides (3n=33 et 4n=44)
(Cavallo et al., 2002 ; Stoclet al, 2002, 2006, 2009). Le crapaud vert ne fait pas figure
d’exception, puisque six autres familles d’anoures ont également révélé la présence de
populations polyploides (Cavallo et al., 2002).

Le crapaud vert n'est présent de maniére naturelle en France que dans trois régions:
'Alsace, la Lorraine et la Corse. En Alsa&yfo viridis ne subsiste qu’en quelques noyaux
populationnels (Figure 1B). Ces derniers sont confrontés au réseau routier qui s'avere
extrémement dense a proximité des villes de Strasbourg (Bas-Rhin) et de Mulhouse (Haut-
Rhin). Il doit également faire face a une agriculture intensive puisque 60% des terres agricoles
alsaciennes sont consacrées a la culture des vignes et du mais.

Du fait de son caractére pionnier, le crapaud vert se révéle étre un amphibien trés
mobile. Toutefois, nous supposons que cette capacité de déplacement pourrait fortement étre
réduite par la fragmentation de son habitat naturel. C’est pourquoi, dans le cadre du plan

national d’action engagé en sa faveur en 2011 par le Ministére de I'Ecologie, du
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Développement durable, des Transports et du Logement, nous avons souhaité réaliser une
étude génétique sur les populations de crapauds verts alsaciennes afin d’apporter un éclairage
sur le statut des populations et une aide a la mise en place des projets de conservation adaptés
a ses besoins.

Pour cela, nous avons analysé la diversité génétique des principales populations de
cette région a I'aide de marqueurs microsatellites. Cette étude nous a permis (1) d’évaluer les
niveaux de diversité génétique des différentes populations présentes dans les départements du
Haut-Rhin et du Bas-Rhin ; (2) d’estimer le degré de différenciation et le flux de genes entre
ces différentes populations ; (3) d’identifier la structure génétique de cette espece dans la
région et (4) de réfléchir, en accord avec nos résultats, aux mesures de conservation a mettre

en ceuvre en faveur de cet amphibien.



Figure 2 : Exemple de milieu favorable a la reproduction du crapaud yert.
Graviere de Bischoffsheim © Victoria Michel

. z . Latitude Longitude
Sites Département Localisation (UTM) (UTM)
Bla 67 Ancienne sabliére de Bischoffsheim 5372069 390298
Blb 67 Graviére de Bischoffsheim 5369922 395910
BO 67 Site CSA du Borie, Ostwald 5378402 404272
DUT 67 Duttlenheim 5375585 394162
GR 67 Sabliére Esslinger - Griesheim-prés- 5373447 390019
Molsheim

KR 67 Choucrouterie, Krautergersheim 5369210 393127

LI 67 Sabliere Holcim, Lingolsheim 5378179 401831
MO 67 Molsheim 5376746 390748
oS 67 Graviére d’'Ostwald 5378332 405606
VA 67 Graviére de Valff 5364827 391948
ST 68 Carreau Marie-Louise, Feldkirch et 5299478 370299

Staffelfelden
Wi 68 Terril Eugene, Wittelsheim 5298251 374696

Tableau 1 : Liste des 12 sites échantillonnés en Alsace.




Il - Matériel et méthodes

1. L’espece étudiée

Le crapaud verBufo viridis Laurenti, 1768 est un amphibien pionnier qui affectionne
les milieux ouverts, d'origine naturelle ou anthropique. Comme tous les Bufonidae, cet anoure
passe la majorité de I'année en phase terrestre pour rechercher de la nourriture (insectes,
limaces, vers de terre...), un site d’hibernation (cave, terrier...) ou encore de reproduction. Il
rejoint le milieu aquatique que durant la période de reproduction. En Alsace, celle-ci débute
fin mars et se termine aux alentours du mois de juin. Il choisi préférentiellement les points
d’eaux peu profonds (inférieurs a un métre de profondeur), fortement ensoleillés, avec peu de
végetation et dépourvu de poissons (Thigetal.,, 2010 ; Duguet et Melki, 2003 ; Sané et
Didier, 2007, Figure 2). Ainsi, il est souvent observé en compagnie d'un autre Bufonidae aux
meeurs similaires, le crapaud calanftefo calamita Laurenti, 1768 dans les gravieres, les
sablieres ou encore les mares nouvellement créées. Son activité crépusculaire et nocturne le

protége efficacement de la dessiccation et de la prédation par les oiseaux.

2. Aire d’étude

L’échantillonnage des crapauds verts a été réslisd 2 sites distincts, répartis sur les
départements du Bas-Rhin (67) et du Haut-Rhin (68) (Tableau 1 et Figure 3). Etant donné les
effectifs respectifs des deux noyaux populationnels et I'intensité du réseau routier, nous avons

choisi d’échantillonner dix sites dans le Bas-Rhin contre deux dans le Haut-Rhin.

3. Echantillonnage sur le terrain et récolte de I’ADN

3.1. Capture des individus!

Les crapauds verts ont été capturés durant ledoged’activité au cours de la
saison de reproduction (du 29 mars 2011 au 15 juin 2011), lorsque les conditions
metéorologiques étaient favorables a leur activité (température extérieure supérieure a
10°C, humidité de l'air, absence de vent). Les individus étaient localisés a l'aide de
lampes torches ainsi que par le chant d’appel émit par les méles pour attirer les femelles.
lls étaient capturés a la main ou a l'aide d’'une épuisette puis placés dans des sachets
individuels pour limiter tous risques de contaminations, qu’ils soient ADN ou sanitaires
(Anonyme, 2010).

! Une autorisation ministérielle nous a été délivrée pour la période du 17 mars au 31 octobre 2011



Figure 3 : Localisation géographique des 12 sites échantillonnés.

A

Figure 3 A : Localisation précise des sites du Bas-Rhin. Les codes des sites correspon

mention du tableau 1.

dent au



Sur un site donné, le nombre d’individus reproducteurs pouvait parfois atteindre
des valeurs importantes. Nous nous sommes limités & la capture d’'un nombre maximal de

30 échantillons par site.

3.2. Identification des crapauds verts

Dans l'objectif de ne pas prélever 'TADN d’'un mérmompaud au cours de deux
séances de capture successives sur un méme site, nous avons utilisé la méthode de photo-
identification. Elle consiste a photographier les profils gauche et droit de chaque individu
capturé. Cette méthode est particulierement efficace pour le crapaud vert en raison du

patron de coloration unique a chaque individu et facilement reconnaissable.

3.3. Récolte de I’ADN

L'ensemble des prélévements ADN ont été effectuiésctbment sur les sites
d’échantillonnages a l'aide d’écouvillons (Figure 4). Cette technique rapide et non
invasive permet de récolter efficacement de la salive et des cellules épithéliales de la
bouche des amphibiens (Broquet al, 2007; Pidancieret al., 2003 ; Poschadel et
Moéller, 2004). Comme les crapauds verts n'ouvrent pas spontanément la bouche a
'approche de I'écouvillon, nous avons utilisé une lame en métal pour provoquer le
réflexe d’ouverture, permettant ainsi d'y introduire I'écouvillon. Pour éviter tout risque
de contamination, cette derniere était stérilisée entre deux individus. Une fois le
prélevement réalisé et le sexe déterminé, le crapaud vert était relaché a I'endroit de sa

capture.

4. Analyses génétiques

L'ensemble des prélevements ADN ont été analysés au laboratoire du NLU par
I'intermédiaire de 13 microsatellites spécifiques Baufo viridis viridis: Bcalp10,
BaturaC107, BaturaCl124, BaturaC201, BaturaC203, BaturaC205, BaturaC218,
BaturaC223, BaturaC224, BaturaD5, BaturaD105, BaturaD106 et BaturaD210 (Dufresnes
et al, 2011).

L’ADN contenu dans chaque échantillon a d’abord été extrait a I'aide du kit
QIAGEN DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hombrechtikon, Suisse) en suivant le
protocole décrit par le fournisseur. Certains points ont été adaptés pour une extraction
d’ADN a partir d’écouvillon : le temps de digestion a été étendu a 8h, I'élution a été
réalisée deux fois consécutive avec un volume de 100uL de buffer AE, avec une attente

de 5 minutes avant la centrifugation.



Figure 3 B : Localisation précise des sites du Haut-Rhin. Les codes des sites correspon
mention du tableau 1.

dent au

Figure 4 : Prélevement de la salive et des cellules épithéliales de la bouche sur
un crapaud vert adulte male a I'aide d’'un écouvillon sur la sabliére Holgim a
Lingolsheim le 29 mars 2011 © Victoria Michel




Chaque microsatellite a ensuite été amplifié par PCR (Polymerase Chain
Reaction) a I'aide d’'un couple de primers dont I'un est lié a un marqueur fluorescent. Les
résultats de ces amplifications ont été contrdlés sur gel d’agarose a 1,5% afin d’ajuster de
maniere optimale les conditions de PCR (températures et concentrations ep) MgCl
caracteristiques de chaque locus. Une fois définie, elles ont été appliquées a I'ensemble
des échantillons.

Les produits des différentes PCR ont alors été regroupés en multiplexes puis
melangées a une solution de HiDi-Formamide associé un marqueur de taille
(GENESCAN 500 LIZ, Applied Biosystem, Foster, Californie, USA). La fluorescence
présente dans chaque préparation a alors pu étre détectée par un séquenceur automatique
(AB3130xl, Applied Biosystem, Bale, Suisse) et la taille des différents alléles a pu étre

déterminée grace a l'utilisation du logiciel PEAK SCANNER v.1.0 (Applied Biosystem).

5. Analyses statistiques

5.1. Détection des alleles nuls

Les alleles non amplifiés par PCR (alléles nuls) @@ recherchés dans chacune
de nos populations et pour chague marqueur a l'aide du logiciel MICRO-CHECKER
v.2.2.3 (Van Oosterhout, 2004). Afin de limiter les erreurs d’analyses associees a leur
présence, les microsatellites qui possédaient une forte probabilité de contenir un ou

plusieurs alleles nuls ont été retirés du jeu de données.

5.2. Détection des alleles liés
Les alleles situés sur un méme chromosome (alléles liés) ont été mis en évidence
avec le logiciel FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet, 1995). Pour des raisons similaires aux alléles

nuls, les microsatellites concernés ont été retirés du jeu de données.

5.3. Différences génétiques entre les populations

Nous avons évalué graphiquement les degrés de séparation existants entre nos 12
populations de crapauds verts en effectuant une analyse factorielle de correspondance
(AFC) a l'aide du logiciel GENETIX v.4.05 (Belkhet al, 2004).

5.4. Diversité et variabilité génétique
Le calcul des F-statistiques nous a permis d’estimealiversité génétique de nos
différentes populations de crapauds verts ainsi que celle associée a nos différents

microsatellites. Les valeurs de I’'hétérozygotie observes, (te ’hétérozygotie attendue
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(Hg), de la richesse alléllique &\ du coefficient de consanguinité,{Jet de I'indice de
fixation (Fst) ont été déterminées a I'aide du logiciel FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet, 1995).
Les alléles privés ont quant a eux été recherchés avec le logiciel GenAlEx v.6.4.1
(Peakallet al, 2006).

La diversité génétigue de nos microsatellites a été confrontée avec celle relevée
par Dufresnes (2011) et Colliard (2009) chez des sous-espéces différeBige daidis
a I'aide d’'une ANOVA a un facteur. Les valeurs moyennes du nombre d'alléles; de H
de H: ont été comparées avec le logiciel SPSS v.16.0.

Les différences génétiques existantes entre nos différentes populations de
crapauds verts ont d’'une part été évaluées par comparaison des valeurs moyerges de H
He et Az. Pour cela, nous avons réalisé une ANOVA a un facteur pour chacun de ces
parameétres a l'aide du logiciel SPSS v.16.0. Suite aux résultats fournis par la
structuration génétique des populations de crapauds verts alsaciennes, nous avons reéitéré
ce test entre chaque groupe de population détecté. Un test de Tukey nous a permis de
comparer les valeurs des différents groupes entre eux.

D’autre part, les valeurs desfont été obtenues en comparant les populations
deux a deux dans FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet, 1995). Une ANOVA a un facteur a
également été effectuée pour comparer les valeurssgeldservés au sein et entre les

groupes révélés par la structuration génétique des populations.

5.5. Structure des populations

La structure génétique des différents populatioasihpauds verts alsaciennes a
été déterminée a partir du logiciel STRUCTURE v.2.3.3 (Pritchatrdal, 2000).
L'analyse se base sur une méthode de clustering qui range les individus dans des groupes
(cluster ou K) en fonction de leur génotype sans a priori de leur origine géographique.
Nos tests ont été effectués en supposant que chacune de nos populations pouvait
potentiellement constituer un groupe génétique distinct. C’est pourquoi nous avons fait
varier K entre 1 et 12. Une approche bayésienne est utilisée pour ingérer la valeur de K
qui donne la meilleure résolution aux données. Pour chaque valeur de K nous avons
réalisé 25 simulations indépendantes et chaque simulation était composée de 500000
itérations précédées d’uyurn-in de 100000 itérations. Le nombre correct de groupe a été
identifié en confrontant la probabilité logarithmique des données [InP(D)] a sa valeur de

delta K correspondante (Evanabal, 2005).



Nous avons réitéré les tests dans des conditions similaires pour chacun des

groupes mis en évidence, afin d’identifier la présence ou I'absence de sous-groupes.

5.6. Isolement des populations

Les facteurs pouvant potentiellement expliquewlésnent et donc la structuration
génétique des différentes populations de crapauds verts alsaciennes ont été recherchés en
réalisant trois tests de Mantel (Mantel, 1967) a I'aide du log@®eslAIEX v.6.4.1(Peakall
et al, 2006). Les tests de comparaisons sont appariés entre les populations et effectués
avec 10000 répetitions.

Le premier test a consisté a évaluer le lien entre la différenciation génétique et
I'isolement par la distance des populations. Afin d’obtenir une meilleure précision, la
correction suggérée par Rousset, 1997 utilisant les valeurgt{&é-Fst) par rapport au
logarithme de la distance géographique (Rousset, 1997) a été utilisée pour les 12
populations de crapauds.

Suite aux résultats du premier test de Mantel ainsi que de ceux révélés par
STRUCTURE v.2.3.3 (Pritchardt al., 2000), deux tests de Mantel ont été effectués sur
les 10 populations du Bas-Rhin, distantes entre elles d’au maximum 19,2 kilométres. lls
ont consisté a estimer séparément les liens existant entre les dissemblances génétiques
des populations et le nombre de routes présentes entre ces populations ou la distance
géographique séparant deux siten test de corrélation de Spearman a également été
effectué avec le logiciel R v.2.12.1 entre la distance géographique et le nombre de routes
présentes entre chacun des sites de ce département.

Au vue des résultats mis en évidence par les tests précédents, nous avons jugeé
pertinent d’estimer la distance maximale pour laquelle nos différentes populations de
crapauds verts montraient des relations de parenté. Pour y parvenir, nous avons effectué
une analyse d’autocorrélation spatiale a I'aide du logiciel SPAGeDi v.1.3 (Hamly, et
2002) en nous focalisant uniqguement sur les populations du Bas-Rhin pour des raisons
similaires a celles indiquées ci-dessus. Les intervalles de distances ont été déterminés en
fonction du nombre de comparaison par paire et la corrélation entre les distances
géographiques et les affinités génétiques des individus a été calculée par l'indice de
Moran (Moran, 1950 ; Sokalt al,, 1983).
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5.7. Test de dispersion sexe-biaisée

Nous avons évalué les capacités de dispersionsrdpauds verts en fonction de
leurs sexes en calculant les indices d’affectations (Alc) a I'aide du logiciel GenAIEx
v.6.4.1 (Peakalét al, 2006).
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Code des sites

Nombre de crapauds
vert capturés

Nombre de males

Nombre de femelles

Bla
Blb
BO
DUT
GR
KR
LI

(OS]
MO
VA
ST
WI

14
30
26
30
30
30
30
30
30
25
30
27

11
30
25
28
29
29
28
28
28
19
28
24

WNONNNEFPFEPNPFPOW

Tableau 2 : Nombre deBufo viridis capturés sur chacun des sites étudiés avec nombre de males et

de femelles.
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IIT - Résultats

1. Nombre de crapauds verts capturés

Nous avons capturé entre 14 et 30 adultes repredigtpar site, ce qui nous a
permis d’obtenir un nombre total de 332 échantillons d’ADN. Les prélevements ont été

réalisés sur 307 males et sur 25 femelles (Tableau 2).

2. Analyses génétiques

L’ensemble des prélévements a permis d’extraire aueces ’ADN présent sur
les écouvillons. Toutefois, pour six individus (2%) issus de trois populations différentes,
il s’est avéré que la concentration d’ADN était trop faible pour obtenir des résultats
fiables pour les différents microsatellites, et ceci malgré un nombre accru de cycles lors
de la PCR. C’est pourquoi nous avons préféreé retirer ces individus du jeu de données.
D’autre part, au cours de la détermination de la taille des alleles, nous avons pu
repérer I'existence de deux crapauds verts polyploides au sein de la population OS. En
raison du fait que I'analyse de tels individus nécessite des méthodes différentes de celles
utilisées pour des organismes diploides et au vu du faible nombre d’individus identifiés,
nous avons choisi de les retirer de notre jeu de données. Il se peut cependant que d’autres
animaux polyploides n’aient pas été détectés avec la seule analyse microsatellite.

Au final, toutes les analyses ont été effectuées sur 324 crapauds verts.

3. Alleles nuls et alleéles liés

Pour chacune de nos populations, aucun alléle ralpn étre détecté par le
logiciel MICRO-CHECKER. Par contre, FSTAT a montré que les microsatellites
BaturaC124, BaturaC201, BaturaC203 et BaturaC224 sont liés entre eux. Nous les avons
donc supprimés de notre jeu de données. En conséquence, seulement neuf microsatellites

sur les treize de départ ont servi a I'analyse des données.

4. Différences génétiques entre les populations

Le graphe de I'AFC nous montre qu’il existe dessdimblances génétiques entre
les différentes populations de crapauds verts alsaciennes (Figure 5). En effet, nous
pouvons tout d'abord observer que les populations ST et WI tendent a s’éloigner de
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Microsatellites | Taille (bp) 2’,‘:1111‘;2‘; Ho Hg Fis Fst
Cc107 223 - 227 2 0,085 0,082 -0,031 0,171
C205 172 - 222 6 0,587 0,539 -0,087 0,170
C218 168 - 220 10 0,664 0,642 -0,041 0,138
C223 168 - 196 6 0,886 0,649 -0,364 0,125
D105 188 - 213 5 0,422 0,411 -0,038 0,134
D106 211 - 225 3 0,200 0,173 -0,150 0,250
D210 174 - 178 2 0,046 0,040 -0,143 0,113

D5 114 - 147 3 0,024 0,022 -0,074 0,067
Bcallu10 149 - 156 2 0,050 0,045 -0,117 0,195

Tableau 3 : Diversité et variabilité génétique des 9 loci microsatelliteBude viridisestimé a partir,
des caractéristiques génétiques de 324 individus. FSTAT v.2.9.3.2. (Goudet, 1995).




toutes les autres populations en suivant une direction similaire. Toutefois, il semblerait
gue ces deux populations évoluent de maniére relativement indépendante I'une de l'autre.
Les populations LI, BO et OS montrent également une différenciation génétique par
rapport au reste des populations. Néanmoins, elles paraissent évoluer beaucoup plus
conjointement que ST et WI. Les distances génétiques entre les autres populations se
révelent étre relativement proches. Par ailleurs, lesn®nt révéelé aucune différence

significative.

5. Diversité et variabilité génétique des microsatellites

Les caractéristiques génétiques des 324 crapauds wevelent que les neuf
microsatellites conservés possedent globalement un faible taux de polymorphisme
(Tableau 3). En effet, nous pouvons observer que le nombre d’alléles par locus varie de 2
(C107, D210 et Bcallp10) a 10 (C218) et que 5 microsatellites sur 9 ne possedent que 2
ou 3 alléles difféerents. Toutefois, ce taux de polymorphisme est significativement
identique a celui présent chez une autre populatioBufe viridis originaire d’ltalie
(Dufresneset al, 2011) ainsi que chez trois autres espéeces appartenant au sous-groupe de
Bufo viridis (Colliard et al, 2009) et qui ne sont pas en limite d’aire de répartition
(respectivement ANOVA : £16=0, p>0,999 et ANOVA : F15=0,174, p=0,683).

Le taux d’hétérozygotie observé dHpar locus varie énormément en fonction du
microsatellite considéré puisque sa valeur minimale est de 0,024 (D5) et gu’elle monte
jusqu’a 0,886 (C223). Il s’avére étre presque toujours légerement supérieur au taux
d’hétérozygotie attendue @qui lui varie entre 0,022 (D5) et 0,649 (C223). Par ailleurs,
les valeurs les plus élevées dg &t H: sont atteintes par les loci les plus polymorphes.
Les comparaisons des moyennes @geeHH: ne montrent aucune différence significative
avec les résultats de Dufresnatsal. (2011) (K : ANOVA : F;1160,479, p=0,499, H:
ANOVA : F;1572,250, p=0,133). Contrairement,eHles crapauds verts alsaciens est
significativement plus faible que celle des crapauds verts italiens (ANOVAs=4,867,
p=0,043) alors qu’aucune différence significative n’est observée peur ANOVA :
F1,152,726, p=0,119) (Colliardt al,, 2009).

D’autre part, tous les microsatellites présentent un exces d’individus
hétérozygotes puisque toutes les valeurs gesént négatives. Ces dernieres varient
néanmoins fortement en fonction du locus considéré (le minimum est de -0,364 pour
C223 alors que le maximum est de -0,031 pour C107). De plus, la valeur moyenne

globale des & est égale a 0,15 ce qui nous indique que l'indice de fixation n’est
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Nombre
Sites N Ho Hg Fis Fst Ar d’alléles
privés
ST 30 0,295 0,276 -0,072 0,199 1,928 1
Wi 27 0,226 0,182 -0,242'3 0,304 1,655 0
LI 30 0,448 0,400 -0,12%f 0,106 2,972 0
BO 26 0,462 0,338 -0,3686'S 0,154 2,430 0
oS 28 0,440 0,397 -0,108 0,160 2,999 3
GR 30 0,273 0,254 0,074 0,102 2,141 1
MO 30 0,338 0,296 -0,14% 0,127 2,227 1
DUT 30 0,319 0,304 -0,047"8 0,106 2,091 0
KR 27 0,331 0,288 -0,1%6 0,111 1,997 0
Blb 28 0,269 0,215 -0,253'S 0,141 2,054 0
VA 25 0,260 0,239 -0,088 0,125 1,777 0
Bla 13 0,291 0,282 -0,030'S 0,130 1,889 0
Tableau 4 : Diversité génétique présente dans les 12 populations de crapauds verts alsaciennes
étudiées, estimée a partir de 9 microsatellites. La significativité dea €té testée avec 2160
simulations. FSTAT v.2.9.3.2. (Goudet, 1995). GenAlEx v.6.4.1 (Peakall, 2006). (NS non
significatif).

Sites ST WI LI BO oS GR MO | DUT KR BIb VA Bla
ST
(n=30) 0
wI .
(n=27) 0,226 0
LI . .
(n=30) 0,111* 0,281 0
BO 5 « 0,050 *
(n=26) 0,214* 0,367 0
0s x « 0,123* 0,113*
(n=28) 0,181* 0,269 0
GR . x « 0112* .
(n=30) 0,173* 0,288* 0,080 0,117 0
MO 0206+ 0256* 0112+ 0162* Q129+ 0077+ 0
(n=30)
DUT 10210+ 0288+ 0076* 0136* 0150+ 0046+ 0018° ¢
(n=30)
KR 0510+ 0313* 0092+ 0145% 146+ 0,043 0061* 0,018 0
m=27) | ' ’ '
BIb 1 5189% 0354* 0074*% 0124* (qg5+ 0058* 0,161* 0,101* 0102* g
m=28) | ’ ’ ’
VA 19517+ 0326* ggg5+ 0134* 0,166* 0,039* 0,138* 0,083* 0052* 0,075* g
m=25) | ’
(Bllag) 0248* 0379* 0077* 0132* 175+ 0085* 0081* 0038° 0037 0132* 0,047 |
n=
Tableau 5 : Détermination de I'indice de fixation {f} par comparaison par paire des 12 populatipns
de crapauds verts a l'aide des données fournies par 9 microsatellites. FSTAT v.2.9.3.2. (Goudet,
1995) (NS non significatif, * p<0,05).




globalement pas trés marqué puisque la valeur seuil pour les amphibiens généralement
acceptée est de 0,2 a 0,25 (Beebee, 2010 ; Frankham et al., 2007).

6. Diversité, variabilité et différenciation génétique des populations

De maniere générale, les ANOVA a un facteur n'odiété aucune différence
significative dans les comparaisons des valeurs gleHA et He entre nos 12 populations
de crapauds verts alsaciennesg (FANOVA : F1;,96=1,030, p=0,427 ; H: ANOVA:
F11,06=0,454, p=0,926 ; f1,9=0436, H:: p=0,936).

Néanmoins nous pouvons remarquer que la population WI présente les valeurs les
plus faibles de H (0,226), H (0,182) et A& (1,665) (Tableau 4). Cette tendance semble
se retrouver dans la population ST qui, malgré la présence d'un alléle privé montre une
richesse allelique (A=1,928) plus faible que la moyenne calculée a partir des différentes
populations (&: u=2,180).

Les populations LI, BO et OS affichent quant a elles les valeursodélHet Ag
les plus élevées (respectivements +0,448, H = 0,400 et A= 2,972 ; = 0,462, K

= 0,338 et AR = 2,430; Ho= 0,440, H = 0,397 et AR =2,999). Par ailleurs, il est

important de signaler que la population OS est celle qui contient le nombre le plus élevée
d’alléles privés (3), la richesse allélique la plus marquée ainsi que I'existence d’individus
polyploides.

Les autres populations n’exposent pas de tendances particulieres puisque leurs
valeurs de K, He et Az sont relativement proche des moyennes respectives (H
n=0,329; H : u=0,289et A : u=2,180). Toutefois, deux populations semblent se
détacher des autres en raison du fait qu’elles contiennent chacune un allele privé (GR et
MO).

Le coefficient de consanguinité §f se révele étre négatif pour I'ensemble des
populations (Tableau 4), laissant sous-entendre la présence d'un nombre excessif
d’'individus hétérozygotes par rapport & ce qui serait attendu si les populations étaient a
I’équilibre de Hardy-Weinberg. C’est la population BO qui semble en posséder le plus
(Fis=-0,366) alors que Bla semble davantage suivre une reproduction panmictigeie (F
0,03) (les croisements s’effectuent de maniére aléatoire dans la population).

D’autre part, I'indice de fixation (¢) moyen pour nos 12 populations de crapauds
verts est de 0,15 ce qui signifie que globalement elles possédent encore une composition
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Figure 6 : Variation de la probabilité logarithmique des données [LhP(D)] €
delta K en fonction du nombre de groupes (K), déterminé a partir du jeu de
donnée issue de 9 microsatellites et de 25 simulations pour chaque K gvec le

programme STRUCTURE v.2.3.3. (Pritchardal., 2000).

K=3

Figure 7: Graphes daffectation individuelle des crapauds verts en fonction de |leurs
caractéristiques génétiques issue de 9 microsatellites et de 25 simulations pour chaque K avec le
programme STRUCTURE v.2.3.3. (Pritchaed al, 2000). Les populations du groupe|1
montrent une tendance a se séparer alors que les populations des groupes 2 et 3 jaffichent

une certaine unité quelque soit le K supposé.




génétique relativement proche. Toutefois, certaines tendances sont observables. En effet,
la population WI montre une valeur dgrRres élevée (0,304) indiquant qu’elle serait
fortement isolée des autres populations alsaciennes ou bien qu’elle a subit une forte
dérive dans le passé (Tableau 4). La population ST semble également assez isolée des
autres du fait d’'une valeur def=de 0,199. Deux autres populations présentent aussi des
valeurs de Er supérieures a la moyenne, il s’agit de BO et O$3 (Espectif de 0,154 et
0,160).

La détermination des sk par comparaison par paires des 12 populations de
crapauds verts alsaciennes nous indique que les populations ST, WI, LI, BO et OS sont
toutes significativement différentes les unes des autres ainsi que des populations GR,
MO, DUT, KR, Blb, VA et Bla (Tableau 5). Ces sept derniéres populations montrent
egalement des différences significatives entre elles a I'exception des couples KR-GR,
DUT-MO, KR-DUT, Bla-DUT, Bla-KR et Bla-VA qui semblent plus proches

génétiguement.

7. Structure des populations

L'analyse de STRUCTURE réalisée a partir du jeu dbemnées associé a 9
microsatellites nous permet d’observer une structuration marquée de nos 12 populations
de crapauds verts alsaciennes. En effet, I'estimation des probabilités logarithmiques des
données [LnP(D)] pour chaque K atteint la valeur maximale pour K = 7 (Figure 6).
Néanmoins, nous pouvons observer un net pic de delta K lorsque K = 3. En conséquence,
cette analyse fait apparaitre trois groupes génétiques distincts au plus haut niveau
hiérarchique de la structure des populations de crapauds verts alsaciennes. Le premier
groupe (métapopulation 1) serait constitué des populations du Haut-Rhin (ST et WI), le
second groupe (métapopulation 2) comprendrait les populations de LI, BO et OS et enfin
le dernier groupe (métapopulation 3) contiendrait les sept populations restantes, a savoir
GR, MO, DUT, KR, Blb, VA et Bla.

Il existerait également une structure complémentaire a celle des trois principaux
groupes (Figure 7). En effet, les populations ST et WI semblent également se scinder en
deux groupes génétiques distincts. Au contraire, aucun sous-groupe ne semble se dessiner

pour les deux autres principaux groupes et ceci quelque soit le K supposé.
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Fst Fst
Métapopulation 1 0,226 Métapopulation 1 - Métapopulation 2 0,237
Métapopulation 2 0,095 Métapopulation 1 - Métapopulation 3 0,261
Métapopulation 3 0,071 Métapopulation 2 - Métapopulation 3 0,125
Tableau 6: Valeurs des & Tableau 7: Valeurs des & entre chaqug
présentes au sein de chaque| métapopulation.
métapopulation.
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Figure 8: Graphe représentant l'isolement
par la distance des 12 populations de crapaug
verts (R=0,534). GenAlEx v.6.4.1 (Peaka]l
et al, 2006). Les comparaisons sont apparige|
entre les populations.

Figure 9: Graphe représentant I'isoleme
par la fragmentation routiere des
populations de crapauds verts du Bas-R
(R°=0,359). GenAlEx v.6.4.1 (Peakait al,
2006). Les comparaisons sont appariées €
les populations.
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8. Diversité et variabilité génétique entre les trois principaux groupes génétiques

Le test de Tukey réalisé entre les trois principgroupes génétiques révele que la
richesse allélique est significativement différente (ANOVA :d=4,900, p=0,009) entre
eux. Par contre, aucune différence significative n’est observée pguretHH:
(respectivement ANOVA : 502,372, p=0,098 et ANOVA : £051,859, p=0,161).

Les comparaisons deux a deux de ces groupes nous apprennent que les groupes 1
et 2 sont significativement différents entre eux pour les trois paramétreSAMOVA :
F143=7,906, p=0,007 ; H: ANOVA : F1 454,439, p=0,041 et &t ANOVA : F; 454,217
p=0,046) alors qu’au contraire les groupes 1 et 3 ne montrent aucune différence
significative (Ax: ANOVA : F; 7¢=0,513, p=0,476 ; H: ANOVA : F; 750,150, p=0,7 et
He: ANOVA : F;76=0,232, p=0,631). Les deux groupes du Bas-Rhin ne présentent des
différences significatives que pouirAt Ho (Ar: ANOVA : F;1069,330, p=0,003 ; H:

ANOVA : F11064,619, p=0,034 et H ANOVA : F1,1063,479, p=0,065).

Enfin la comparaison des moyennes des valeurs ge aa sein chaque
meétapopulation avec celles existantes entre les différentes métapopulations ne souléve
aucune différence significative {F: ANOVA : F; ,=1,172, p=0,292). Toutefois, excepté
la métapopulation du Haut-Rhin {#=0,226), nous pouvons observer que les valeurs de
Fst au sein d’'une métapopulation sont toujours plus faibles que celles existante entre les

meétapopulations (Tableau 6 et 7).

9. Isolement des populations

Le premier test de corrélation de Mantel nous im@mque la différence génétique
entre deux populations de crapauds verts est dépendante de la distance qui les sépare
(Figure 8). Toutefois, nous pouvons remarquer que les populations les plus éloignées les
unes des autres ne suivent plus cette tendance. Seules les populations du Bas-Rhin
apparaissent comme dépendantes du facteur distance. Le flux de geéene entre les
populations du Haut-Rhin est donc beaucoup plus réduit que celui des populations du
Bas-Rhin.

Dans le Bas-Rhin, le réseau routier se montre également étre un facteur
intervenant sur la différenciation génétique des crapauds verts (Figure 9). En effet, le
second test de Mantel nous informe que les dissemblances génétiques entre deux
populations sont corrélées avec le nombre de routes les séparant. Ce facteur se révele

méme avoir un impact plus important que la distance puisque le coefficient de corrélation
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est 0,359 alors qu'il atteint les 0,255 pour la distance (Figure 10). Il existe néanmoins une

forte corrélation entre ces deux facteurs (Figure $320R0, p<109).

Le graphe représentant I'autocorrélation spatiale des dix populations de crapauds
verts Bas-Rhinoises étudiées nous informe que les individus sont apparentés entre eux
jusqu’a des distances de 7500m (Figure 12). En effet, au-dela de cette distance, les

ressemblances entre les sites ne sont plus significatives.

10. Sexe-biaisé

Le calcul de l'indice d’affectation (Alc) pour leméles et les femelles nous
montre que les males ont une probabilité plus faible que les femelles d’étre nés sur le site
de capture puisque leur valeur d’Alc est de -0,011 alors que celui des femelles est de
0,136 (Figure 13). En d’autres termes, cela signifie que les méles semblent se disperser

davantage que les femelles. Toutefois aucune différence significative n’est a souligner.
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IV — Discussion

1. Structure des populations

L'analyse génétique que nous avons effectuée spojailation de crapaud vert
alsacienne nous informe de I'existence d’une structuration génétique particuliére. En
effet, nos résultats nous indiquent que les différentes populations que nous avons
étudiées correspondraient en réalité a des sous-unités populationnelles liées entre elles
pour constituer des ensembles de grande taille. De ce fait, il existerait en Alsace trois
métapopulations de crapaud vert. La premiere comprendrait les populations situées dans
le Haut-Rhin, la seconde rassemblerait les populations les plus proches de
I'agglomération de Strasbourg et la derniére serait constituée des individus présents dans
le triangle formé par les villes de Molsheim, Duttlenheim et Valff. Alors que les
différentes sous-unités des métapopulations du Bas-Rhin affichent une certaine unité,
celles du Haut-Rhin manifestent au contraire une tendance a la séparation.

Leur dépendance au milieu aquatique fait que les amphibiens résident
naturellement sur des patches d’habitats disjoints. En conséquence, la structure en
métapopulations de ces espéces est fortement dépendante des capacités de dispersion des
individus ainsi que des caractéristiques paysageres séparant les différents patches
d’habitats (Smitket al,, 2005).

1.1. Dispersion des individus

De nombreuses études sur les amphibiens ont pedmisprouver que les
Bufonidae possédaient des capacités de dispersions élevées & naith 2005). Par
exemple, il a été prouvé queufo marinus I'un des plus grands anoures du monde,
pouvait parcourir jusgqu’a 35 kilométres en un an (Sratthl., 2005). Le crapaud vert est
capable de se disperser sur d'assez longues distances selon les conditions
environnementales du milieu. S’il ne s’éloigne en général que de quelques centaines de
metres de son site de reproduction (600 a 1800 metres), il lui est en effet possible de
parcourir de 8 & 10 kilometres pour coloniser de nouveaux habitats favorables €5tock
al., 2008). Ses capacités de dispersion semblent méme supérieures a celles du crapaud
calamite,Bufo calamita une autre espece pionniere a la morphologie similaire (Sick

al., 2008). Ces données sont cohérentes avec nos observations de capture-marquage-
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Figure 14 : Analyse de la connectivité entre les populations de crapauds verts échantillpnnées
dans le Haut-Rhin. La carte a été réalisée a partir des observations réalisée par BUFO enptre 2007
et 2011. ArcGIS v.9.3.




recapture, puisque nous avons observé une femelle reproductrice ayant parcouru environ
300 metres en cing jours.

Nos résultats indiquent aussi que ces capacités de dispersion ne seraient pas
eéquivalentes entre les males et les femelles. En effet, bien que I'intervalle de confiance
de ce résultat soit important du fait du faible nombre de femelles échantillonnées, le
calcul de I'Alc laisse supposer que les femelles seraient beaucoup plus philopatriques
que les males. Ce constat est surprenant car une étude de capture-marquage-recapture
effectué surBufo calamitaa montré que les males reproducteurs étaient extrémement
fideles a leurs sites de reproduction et qu'au contraire, les femelles orientaient leurs
choix en fonction de celui des méles (Sinsch, 1992).

Malgré le fait que les crapauds adultes soient capables de parcourir plusieurs
kilometres entre différents patches d’habitats, des études montrent que les plus grandes
dispersions seraient effectuées par les crapelets tout juste métamorphosésetSainer
2011 ; Stevenet al, 2004). Par exemple, une étude de capture-marquage-recapture sur
le sonneur a ventre jaun®ombina variegata un petit crapaud caractéristigue des
milieux forestiers, a montré que les jeunes étaient capables de sillonner des distances
atteignant 3,8 kilometres en seulement 15 jours (Pichenot, 2008). Ce comportement serait
déclenché par la surpopulation régnante autour des points d’eaux a cette période de
'année ainsi que par le risque élevé de prédation (Stevens, 2006). Une étude sur le
comportement de dispersion des jeunes serait intéressante a mettre en place afin de savoir

s’ils participent activement aux échanges génétiques entre les sites.

1.2. Le paysage

La connexion entre les différents patches d’habitst également dépendante des
caractéristiques paysageres qui les séparent. En effet, la migration des individus est
assujettie d'une part a la nature des écosystemes et d’autre part a la configuration spatiale
des différents éléments entre eux (Sakteal., 2011).

Dans le Haut-Rhin, nos résultats nous informent que les sous-unités de cette
métapopulation ont une nette tendance a se séparer en deux sous-populations. Dans ce
département, le réseau forestier est bien développé, en particulier entre les deux sites que
nous avons suivis. Des études sur le crapaud calamite ont révelé que les crapelets se
déplacaient beaucoup facilement sur les sols sablonneux et sur les routes que dans un

milieu boisé en raison d’'une résistance aux mouvements beaucoup plus réduite (Stevens,

19



Figure 15 : Analyse de la connectivité entre les populations de crapauds verts échantillpnnées
dans le Bas-Rhin. La carte a été réalisée a partir des observations réalisée par BUFO entre 2007
et 2011. ArcGIS v.9.3.

Figure 16 : Représentation des principaux flux génétiques existant entre les différents [sites a
crapauds verts étudiés dans la Bas-Rhin. ArcGIS v.9.3.




2006 ; Stevenst al, 2004). Cette observation pourrait donc expliquer pourquoi les
crapauds verts ne traversent pas ou peu le milieu boisé présent, d’autant plus que ces
derniers semblent éviter davantage les habitats forestiers par rapport au crapaud calamite
(Stocket al, 2008). Cependant, il reste surprenant que ces Bufonidae ne s’observent que
dans un seul autre site, tres proche de WI, alors que plusieurs autres sites de reproduction
sont potentiellement favorables (Figure 14). Une des explications possibles serait que ces
amphibiens sont incapables de traverser les cours d’eaux de grande taille (I'lll et la Thur
séparent les difféerents sites). Une seconde justification serait 'absence d’'un nombre
suffisant de passages routiers utilisable par ces animaux dans les zones de milieux
ouverts (Figure 14).

Dans le Bas-Rhin, les crapauds verts se répartissent en deux métapopulations bien
distinctes. La cassure s’observe entre les populations de Duttlenheim et de Lingolsheim
gui sont distantes de plus de 8 kilometres. Il semblerait donc que les crapauds verts soient
incapables de parcourir de telles distances sans l'existence intermédiaire de patches
d’habitats favorables (Figure 15). Associé a cela, cette zone est essentiellement composée
de terres agricoles cultivées de maniére intensive. Normalement, ce type d’habitat ne
pose pas de probléme pour la dispersion du crapaud vert (8téalk 2008). Il serait
donc intéressant de mener des études de suivi par télémétrie pour comprendre
I'utilisation de I'habitat terrestre par le crapaud vert dans ce secteur. De plus, nous
pouvons observer une fragmentation non négligeable des paysages par les principaux
axes routiers. Bien que quelques passages potentiellement utilisables par les amphibiens
existent au niveau de l'autoroute A35 reliant Strasbourg a Colmar, aucun n’est présent
sur la départementale D400 située entre Lingolsheim et Entzheim (Bas-Rhin). Or la

circulation quotidienne y est dense se qui la rendrait infranchissable pour les amphibiens.

2. Relations entre les unités de populations de Bufo viridis en Alsace

Les analyses des flux génétiques existant entre ditférentes populations
étudiées montrent que, de maniere générale, les connexions entre les métapopulations
sont réduites et qu’au contraire, elles seraient beaucoup plus abondantes au sein d’'une
meétapopulation donnée (a I'exception de celle du Haut-Rhin). Ces échanges génétiques
seraient méme particulierement abondants entre les sept sous-populations du Bas-Rhin
les plus éloignées de l'agglomération de Strasbourg (Figure 16) et ceci malgré la
présence d’'un réseau routier conséquent. Bien que plusieurs passages potentiels semblent

utilisables par les amphibiens sur les axes principaux (Figure 15), cette observation reste
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surprenante au vu de I'impact causé par la départementale D400. Selon nous, l'influence
routiere, si elle est effectivement présente, n’'a pas pu encore étre détectée. En effet, les
derniers trongons routiers de cette zone ont été mis en service qu’'a la fin de I'année 2010,
ce qui est extrémement récent comparée a la départementale D400 qui date du début des
années 1990. Associé a cela, il nous semble important de rappeler ici que nous n’avons
échantillonné que des individus sexuellement matures. Sachant qu’un crapaud vert atteint
sa maturité sexuelle a trois et quatre ans selon son sexe et qu’ils ont une espérance de vie
d’environ onze ans (Stoai al., 2008), les résultats obtenus ici ne refletent pas I'état des
populations de la génération 2011. En effet, ils renvoient a celui d’individus nés il y a au
minimum trois ans. De plus, I'impact d’'une perturbation est plus rapidement observable
pour des populations de faible effectif. En conséquence, pour une métapopulation, il peut
arriver que le contrecoup d’'un bouleversement soit détecté qu’'avec un postériori de
plusieurs années.

D’autre part, nos résultats montrent un penchant vers une isolation pour les
populations OS et BO. Cela pourrait refléter le manque de flux de géenes entre la
meétapopulation a laquelle ces sous-unités appartiennent et la seconde métapopulation du
Bas-Rhin. Ces fortes valeurs degrfpourraient aussi étre causées par a un faible effectif
de ces sous-populations.

Enfin, trois unités-populationnelles du Bas-Rhin et une du Haut-Rhin ont montré
posséder un ou plusieurs alléles privés. En conségquence nous pouvons supposer que se
sont préférentiellement ces quatre sous-unités qui se comportent en source et les autres

plutdt en puits.

3. Diversité génétique des populations de Bufo viridis

3.1. Diversité génétique des métapopulations alsaciennes

Nos évaluations de la diversité génétique desrdiités métapopulations de crapauds
verts nous a permis de découvrir gu’en Alsace, cette espéece possédait une diversité génétique
relativement élevée puisque le taux d’hétérozygotie est particulierement important. Cette
caractéristique génétigue semble méme étre spécifigBaifa viridis puisqu’une étude
génétique effectuée avec des allozymes sur des populations de crapauds verts grecs a montré
des résultats similaires (Karakousis et al., 1995).

Les comparaisons des spécificités genétiques de nos sous-unités populationnelles avec
celles recueillies sur des populations situées plus centralement dans I'aire de répartition du

crapaud vert (Dufresne®t al.,, 2011; Colliardet al., 2009), indiquent que nos
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meétapopulations posséderaient une diversité géenetique suffisante pour arriver a se maintenir

sur le long terme.

D’autre part, des différences de diversité ont nettement été mises en évidence entre les
trois métapopulations, alors qu'elles étaient absentes a I'échelle inférieure des unités-
populationnelles. Cela vient renforcer I'existence de telles organisations populationnelles pour
le crapaud vert. C’est la métapopulation du Haut-Rhin qui montre la diversité génétique la
plus faible se qui confirme sa tendance a l'isolement. Contrairement, c’est la métapopulation
la plus proche de Strasbourg qui affiche la diversité génétique la plus élevée. Ce résultat est
surprenant puisque les sous-unités populationnelles OS et BO montrent également une
tendance a se séparer des autres unités. Nous pouvons donc supposer gue cette observation est

causée par la présence d’individus polyploides.

3.2. Les crapauds verts polyploides

La découverte de crapauds verts polyploides audseire sous-population du Bas-
Rhin est une information inattendue et particulierement intéressante. En effet, aucune donnée
de ce genre n'a été enregistrée par le passé dans les populations européennes. Nous pensons
gue leur présence pourraient soit provenir d’'un laché d’animaux issu d’un particulier, soit
correspondre a une adaptation mis en place par ces amphibiens pour conserver une diversité
géneétique suffisante au maintien de populations viables. Toutefois, notre échantillon a montrée
une occurrence de 6% d’individus polyploides sur le site concerné. Au vue de la structure en
métapopulation, il est fort probable que les effectifs atteignent plusieurs centaines d’'individus
dans cette zone. Il serait donc intéressant de continuer les investigations sur I'étendue de la
polyploidie au sein des populations de crapauds verts alsacienne, en travaillant sur d’autres

marqueurs génétiques comme par exemple ceux de I’ADN mitochondrial.

3.3. Sélection contre la consanguinité

La consanguinité est I'un des probléemes majeurspdesilations de petites tailles et
fortement isolées. Elle est souvent la cause d’'une diminution de la fithess des individus et
donc d’'une réduction des effectifs des populations. Toutefois, il a par exemple été démontré
chez Rana latasteique la sélection pouvait agir contre ce phénomene en favorisant les
individus hétérozygotes (Ficetadh al., 2011). Chez les amphibiens, la sélection aurait lieu au
cours des étapes du développement, entre I'éclosion et la métamorphose des tétards. Sa
réalisation se manifesterait par une augmentation de I'’hétérozygotie, une diminutiog des F

et des valeurs élevés destFpour certain loci (Ficetolaet al.,, 2011). Toutes ces
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caractéristiques ont été observées pour nos populations de crapauds verts. Nous pouvons donc
supposer que ce phénomeéne pourrait bien se dérouler pour cette espéce afin d’'augmenter la
variabilité génétique des populations. Afin de vérifier cette hypothése, il serait intéressant de
comparer les caractéristiques génétiques des pontes et des juvéniles de crapauds verts.

La forte hétérozygotie observée pourrait également provenir du comportement
pionnier de cet amphibien. En effet, sa forte mobilité laisse supposer que la probabilité que

deux individus apparentés se reproduisent entre eux est faible.

4. Implications pour la conservation

L’ensemble de nos résultats suggére que la structuration génétique des différentes
populations deBufo viridis alsaciennes en trois métapopulations résulte de I'impact de la
fragmentation du paysage induite par les infrastructures routieres et d’'un isolement
croissant des difféerents patches d’habitats favorables a la reproduction de I'espéce. En
conséquence, il est primordial que, dans un premier temps, des projets de reconnexion
soient développés dans les deux départements. Il pourrait s’agir par exemple de la
création de nouveaux sites de reproduction entre les deux sous-populations du Haut-Rhin
ou encore d’'une augmentation du nombre de passages a petite faune au niveau des axes
routiers dont le trafic est extrémement dense comme cela est observé sur la route
départementale D400 dans le Bas-Rhin. Placés a des endroits stratégiques, ils pourraient
alors étre utilisés en tant que corridors.

Ensuite, ces informations pourraient parfaitement étre utilisées pour orienter les
politiques d’aménagement du territoire (construction de routes, remembrement agricole,
urbanisation) afin que les différents projets prennent en considération de maniére plus
pertinente et plus précise les exigences du crapaud vert.

Nos résultats font également ressortir une diversité génétique particulierement
faible dans le Haut-Rhin avec une tendance a une isolation des populations entre elles.
Des mesures de reconnexions comme préconisées précédemment seraient également
nécessaire dans ce contexte. Si toutefois de telles dispositions s’avéraient insuffisantes
sur le moyen terme, il serait alors envisageable de proposer un ou plusieurs programmes
de renforcement de populations par translocation ou échange d’individus issu de
populations naturelles. De telles mesures ont par exemple été mises en place en
Angleterre pour le crapaud calamite et la grenouille de Lessona (Ba&gr2011).

Au final, il semble indispensable que I'ensemble des sites de reproduction

continue a étre suivis et entretenus régulierement. En effet, les comptages du nombre de

23



ponte et d’individus sont des informations qui permettent d’estimer la taille des
populations. lls renseignent sur les fluctuations d’effectif et donc sur I'état des
populations. L’entretien des mares artificielles permet aussi d’assurer de fagcon pérenne la
présence de sites de reproduction favorables a cette espece, puisque qu’elle privilégie le

maintien dans un état pionnier ou ouvert des milieux.
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V - Conclusion et perspectives

Cette étude génétique sur les populations alsaciennes de crapaudsBuésts (
viridis) nous a permis de confirmer que cette espece est fortement menacée en France
continentale et tout particulierement dans le département du Haut-Rhin. Il devient donc
urgent de mettre en place des mesures de protection, de gestion et de conservation

adaptées a ses besoins.

La découverte d’une structuration en métapopulation nous a déja permis d’axer les
futurs projets de conservation sur une échelle différente de celle supposée au départ.
Toutefois, nous avons vu que cette organisation se révele étre fortement dépendante des
capacités de dispersion de cet amphibien, ainsi que des caractéristiques paysageres de son
environnement. Etant donné qu’aucune étude n’a encore été menée sur cette espece en
Alsace pour déterminer le type d’habitat terrestre qu’elle utilise préférentiellement, il
serait intéressant d’utiliser la méthode de radiotracking pour déterminer les milieux qu'il
utilise majoritairement pour ses déplacements, son hibernation ou sa période estivale.
Elle nous renseignerait également sur ses capacités de dispersion. Ses informations
seraient alors utiles pour choisir de maniére optimale la localisation pour la mise en
place, par exemple, de nouveaux sites de reproduction.

Une étude des conditions corporelles pourrait étre effectuée en paralléle pour
tenter de confirmer ou d’infirmer les comportements de dispersion que nous avons
soulignée chez les individus adultes. Ces données pourraient également nous renseigner
sur la qualité des milieux de reproduction du crapaud vert (Sietsah, 2007) et donc

servir d’étude pilote a un suivi d’écotoxicologie.

La découverte d’individus polyploides en Alsace est une observation tout a fait
surprenante. Il serait donc intéressant d’en rechercher I'origine ainsi que son étendue en
réalisant des études génétiques complémentaires. Cette étude pourrait tres bien incorporer

des populations francaises d’autres régions et/ou allemandes.

Néanmoins, il reste indispensable de continuer a réaliser un suivi régulier des
différentes unités populationnelles Befo viridis afin de suivre I'évolution de I'impact

des pressions anthropiques sur cet amphibien.
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Annexes

Compléments d’informations sur le crapaud vert :

Taxinomie

Regne: Animaux

Embranchement: Chordées

Classe: Amphibien

Ordre: Anoures

Famille: Bufonidae

Espece: Bufo viridis Laurenti, 1768
Sous-espece: Bufo viridis viridis Laurenti, 1768

Noms communs: Crapaud vert (Francais), Wechselkrote (Allemand), Green toad (Anglais)

Description

Aspect général: crapaud trés ramassé possédant un museau tronqué ou assez arrondi.
Taille: moyenneMdle: 5 a7 cmFemelle: 7 2 9 cmFace dorsale: taches ou marbrures

vertes finement bordées de noir ou de brun, contrastant avec un fond cendré, rosé, gris, brun
clair ou créeme. Présence possible de petites verrues rouges sur le dos et les flancs. Patron
dorsal stable dans le temps depuis le stade juvéhile= Ventrale: blanche ou jaunatre,
uniforme ou tachée, et granuleuBeau: assez lisse avec des pustules plutdt rondes. Adsenc

de replis latéro-dorsauxieux: Pupille: ovale horizontalementi.ris: uniformément vert
grisatre vermiculé de noifTympan: bien distinct dans sa partie antérieurembres :
postérieurs tres courilarses : faible palmure et tubercule métatarsien de taileyemne
(environ 2/5 a 3/5 de l'orteil )Glandes parotoides: assez proéminentes, paralleles et
allongées, au moins deux fois plus longues que larges.

Male: Callosités nuptiales brunes (parfois incolores)lauace interne du pouce. Sac vocal
interne assombrissant la coloration de la goFgenelle: Coloration de fond plus claire que

celle du méleTétards : brun sur le dos, gris pale a reflets dorés suefdgre. Apparition des

couleurs définitives aprés I'émergence des pattes arriere.



Distribution

Le crapaud vert egtrésent en Europe centrale ﬁ
méridionale, en Afrique du Nord et au Mo-Orient. Il
est en déclin dans I'ensemble des pays de I'oue

I'Europe et il n’est plus observé en Sui

Chant et communication

Les males #ettent un chant de fin mars a juin pour attirer les femellgure 1). I
s’agit d'un long trilleaigu, flité et mélodieux, d'intensité forte, portant sur quelques cen
de metres.l est essentiellement crépusculaire et nocturne lorsque I'animea terre a
proximité de I'eau ou dans une faible lame d Les maleommuniquent égalemeentre

eux a l'aide de vocalisations spécifiques (Figur

fréquence sonagramme: fréquence sonagramme
) i e 000 Hem{———
4500 Hz: | 4500 H
4000 Hz- | 4000 He:
st [ st
3000 Hz- | 3000 He
2500 Hz | 2500 He|
2000 Hz— | 2000 He— i ' i
1500 Hz-| P p— wiill 1500 |} A A RA AR RLY A . N h hl 17
1000 Hz— | 100 Ha— [N ! [ § |

500 1Hz-{ 500 Hi-| |

Figure 1 : Chant din méale Figure 2 : @mmunication entre les mal
(Dutilleux G. /BUFO (Dutilleux G. /BUFO

Habitats

Le crapaud vert est un amphibien caractérisé de pionnier car il appréc
particulierement les milieugeu frofonds, fortement ensoleillés, avec une faible végétati
peu ou pas de prédateuest pourquoi il est obsel, par exemple, danes gravieres, les
sablieresjes jeunes mares ou encore dans des milieux anthropiques tels que les be
rétentions. En dehors de sa période de reproduction, il se déplace a travers les chi
terrains en friches ou les jardins et il se cache soutas de bois, de pierres ou de sal
ainsi que dans les cavd3e part ces caractéristiques, il est souvent rencontré sur des ¢

le crapaud calamite est prés



Moeurs

Animal crépusculaire et nocturndibernation : de novembre a févrieMigration : mois

de mars pour rechercher un site de reproduction, puis de juin a octobre pour rechercher sa
nourriture. Reproduction :de fin mars a mi-juin. Amplexusaxillaire. Ponte:en cordon de

2a5 mdelong et de 4 a 6 mm de diametre (1 a 1,5 mm par ceuf). lIs sont d’'une couleur

brun noir uniforme et elles peuvent contenir jusqu’a 15000 ceufs répartit sur 2, 3 ou 4 rangs.

lls reposent sur le fond, a faible profondeur (5 a 50 cm). Les premieres éclosions débutent a la

mi-avril.

Alimentation et prédateurs

Le crapaud vert se nourrit essentiellement d’insectes, de vers de terres, de limaces... Il
constitue également un mets de choix pour les oiseaux (hérons...) ou certains mammiféres
comme le putois. Les ceufs de cette espéce sont souvent consommes par les poissons lorsque

ces derniers sont présents dans les sites de reproductions.

Menaces

Les crapauds verts sont trées sensibles aux successions écologiques, aux
environnements fermés, a la dégradation, a la pollution et a la fragmentation des habitats ainsi

gu’a l'utilisation des produits phytosanitaires.

Statuts de protection

Mondiale Convention de Berne ) Anr_1exe I_I
Liste rouge UICN Préoccupation mineure (LQ)
, Directive 92/43/CEE
AT U « Habitat-Faune-Flore » A
Article 2 de l'arrété du 19
novembre 2007 fixant la listg
Législation Francaise des'anjphibiens et reptiles
France protégeés sur 'ensemble du
territoire et les modalités d¢
leur protection
Liste rouge UICN (2008) En danger (EN)
Liste rouge ODONAT
Alsace (2003) En danger (EN)




A. Male crapaud vert. B. Femelle crapaud vert © Victoria Michel

Couple de crapauds verts en amplexus © Jean Pierre Vacher

A B

A. Ponte de crapaud vert © Victoria Michel B. Tétard de crapaud vert © Jean Pierre \

acher
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Résumé :

Le déclin des populations d’amphibiens est un phénomene qui s’est intensifié ces
dernieres décennies. En effet, il est actuellement évalué que 41% des espéces répertoriées a
travers le monde seraient menacés d’extinction. Les principales causes de cette érosion sont
sans conteste la fragmentation des habitats, la destruction des sites de reproduction ainsi que
les maladies émergentes. De maniere concrete, ces facteurs sont responsables d’une
diminution du flux de genes existant entre les populations ce qui réduit leur diversité
génétique. Devenant plus sensibles aux diverses pressions biotiques et abiotiques, la viabilité
de ces populations décroit, ce qui augmente leurs risque d’extinction. De part leurs
localisation, les populations situées en limite d’aire de répartition sont particulierement
confronté a ces problémes. Le crapaud Berfo viridis est une espéce menacée d’extinction
en France continentale. En raison du fait qu’il atteint la limite occidentale de son aire de
répartition en Alsace et que dans cette région, il est fortement confronté a la fragmentation de
son environnement, nous avons évalué le statut de la population de crapauds vert a l'aide de
microsatellites de I’ADN nucléaire. Nos résultats nous informent que cette espéce
s’organiserait en trois meétapopulations dont la diversité génétique est identique a celle
présente dans des populations situées plus centralement dans l'aire de répartition. La
fragmentation de I'habitat provoquée par I'ensemble du réseau routier se révele étre la cause
majeure de la structuration génétique des différentes sous-unités populationnelles de crapauds
verts en Alsace. L'état des populations du Haut-Rhin est particulierement inquiétant du fait de
leurs isolement accru et de leurs plus faibles diversités génétiques. En conséquence, il est
indispensable de développer des projets de reconnexion adaptés a cette espéce dans cette

région francaise.



