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Contexte et objectifs de la these

Les réseaux hydrographigues sont des éléments erespbu paysage, car ils sont
caractérisés par des habitats hétérogenes, demestgile perturbations (inondations et
sécheresses) et par une structure hiérarchiqugpdedendritique (dendros = arbre en Grec,
ramifié). Non seulement ces caractéristiques initeat I'abondance et la distribution des
organismes d’eau douce, mais aussi affectent &s wo’histoire de vie des populations (la
survie, le développement des individus ou la d&pa). Les variations environnementales
sur les réseaux hydrographiques peuvent étre thscdans I'espace (types d’habitats) et le
temps (inondations), ou graduelles (largeur desrscalleau, courant et caractéristiques
physico-chimiques de I'eau). Les gradients enviemnantaux résultent principalement de la
dimension longitudinale entre 'amont et I'avalp@ que les variations discretes sont liees a
l'isolement des branches du réseau hydrographiBae.conséquent, chez les organismes
d’eau douce, les processus écologiques tels giynkmique des populations ou la dispersion
et les processus génétiques, tel que le flux deggaront dépendre de la structure du réseau
hydrographique et des conditions environnementilasilieu.

Des études sur le fonctionnement des populatioms,les bassins versants, sont
actuellement nécessaires afin de mieux comprermmenent les populations ou les individus
répondent a la géométrie des réseaux hydrogramhidire effet, il est important de savoir
sous quelles conditions la géométrie d'un réseawdrdayaphique et les variables
environnementales associées influencent la dynamejula différenciation génétique des
populations.

Ce travail de recherche porte sur l'influence desactéristiques des réseaux
hydrographiques (la topologie et les conditions iremnementales) sur les populations
d’'organismes inféodés au cours d’eau. Nous avardiéé(i) I'influence de la topologie du
réseau hydrographique sur la dispersion et le Haxgenes, et (ii) I'effet des gradients
environnementaux sur les traits phénotypiquesdiés dispersion chez un insecte aquatique.
Afin de savoir (i) comment les déplacements le latgentre les branches du réseau
hydrographique affectent la structure génétique depulations et (i) quels sont les
parametres de I'habitat qui influencent la disttidy et la taille des individus. Déterminer les
variables environnementales facilitant ou limitéeg déplacements des individus permet de

mieux comprendre les patrons de dispersions etuwfifiler les barriéres aux flux de genes.



Les objectifs de la these étaient :

1/ Au moyen d’'une approche empirique— analyser les flux de génes et la structure des

populations a I'échelle d’'un bassin versant de phaar de celui de la Loire.

Pour répondre a cet objectif un insecte aquatigét ahoisi comme modeéle biologique. Le
Calopteryx splendensst une demoiselle inféodée au cours d’eau dsgracycle de vie, les
larves étant aquatiques. Il s’agit d’une especéditdiule qui est commune en France. Les
adultes aériens sont facilement identifiables etsl@léplacements sont limités. Cette espéce
exploite deux types de milieu (aquatique et teregst est capable de se déplacer dans deux

dimensions (le long et entre les cours d’eau) dbac été analysé :

1.1. La variation morphologique des traits liés & dispersion en fonction des

caractéristiques environnementales.
1.2. La relation entre le phénotype et la dispersies individus.

1.3. La structure génétique des populations etise @mn évidence des différents flux de

géenes sur un réseau hydrographique.

Dans le cas d’'une espéce dont la dispersion egéémcontrainte par le nombre de
ramifications du réseau et le sens unidirectiodnetourant, une structuration des populations
en sous-bassins était attendue. De plus, le flipedes devrait avoir lieu principalement entre
les populations les plus proches le long du coteaud(isolement par la distance en une
dimension). Une différenciation génétique plus imgate en téte de bassin était également
attendue chez les populations isolées et fragmeipigele nombre de ramifications. Chez une
espece capable de disperser entre les cours dleauattendus seront différents des
précédents. Le flux de genes peut se produire &grpopulations les plus proches entre les
cours d'eau (isolement par la distance en deux miinas). Par conséquent, la structure

géographique des populations a I'échelle du basginographique serait bouleversée.

2/ Au moyen d’'une approche théorique- développer une application permettant d’explorer
'effet la géométrie des réseaux hydrographiques,ngeraction avec les caractéristiques
biologiques des especes (démographie et disperssn) la structure génétique des

populations.



Apres un chapitre de synthese sur les problématigiecologie du paysage et de
génétique des populations sur les réseaux hydrbignags (Chapitre 1), cette thése s’articule
autour de quatre chapitres complémentaires. Dangpramier temps (Chapitre 1), les
variations morphologiques ont été analysées adléeldu bassin versant afin de mettre en
eévidence une structuration potentielle des popati suivant la structure du réseau
hydrographique. De plus, les variables environngates qui affectent les traits
phénotypiques des individus (morphologie) ont ééeinées, notamment ceux liés a la

dispersion.

Dans un second temps (Chapitre IIl), une étudeagture-marquage-recapture a été
réalisée. L'objectif était (i) de déterminer lesrgraétres démographiques (dispersion et
survie) avant de les implémenter dans les simulati@€hapitre V) et de (ii) déterminer les
facteurs influencant la dispersion chez les inseatpiatiques. L'étude s’est particulierement

concentrée sur les facteurs suivant : la taillsulvie et la densité des individus.

Dans un troisieme temps (Chapitre 1V), la structgéaétique des populations a été
étudiée sur le bassin versant dans le but de eerii cette structure reflétait ou non la
structure morphologique et/ou la structure du négsalrographique. De plus, il a été mis en
évidence les différentes modalités des flux de gesa le réseau hydrographique qui
expliquent la structure observée.

Enfin (Chapitre V), le logicielGene-Net est présenté. Ce logiciel a été développé
pour tester I'effet de la géométrie du réseau hyd@nehique sur la structure génétique des
populations d’organismes dont la dispersion s’op@feng des cours d’eau.



Gloszsaire :

Biocénose ensemble d'étres vivants de toutes espéces,talegéet
animales, coexistant dans un espace défini (leop&)t et qui offre les
conditions extérieures nécessaires a leur vie. idioflie et une biocénose
constituent un écosysteme.

Dispersion : est le mouvement d’'un organisme de son site desaraig 4|
son ou ses site(s) de reproduction.

Flux génique: mouvement des genes entre les populations. @ekessite)
la migration des individus d'une population a undre et la réussite
subséquente de la reproduction.

Isolement par la distance il se produit quand la différenciation génétique
entre individus (ou populations) augmente avecidéadce géographique,
qguand le flux de géne diminue avec la distance.

Lentique : désigne les eaux calmes a faible courant (étaags,du petitg
cours d’eau).

Ligérien : relatif a la Loire, d’apres le nom du fleuve ennat.iger.

Migration : la migration s’exprime grace au taox qui correspond a la
contribution des individus migrants aux variatialesfréquences allélique
en un locus (emplacement d’'un géne sur un chrome@som

[72)

Métapopulation : groupe de sous-populations échangeant des rsgran
occasionnellement et qui peuvent étre sujettes saeaéinctions et de
recolonisations locales. En génétique des popuigtione métapopulatio
est généralement représentée par le modéle enotlefutes les soug-
populations échangent des migrants, ou par le raad®lpas japonais, gu
seulement les sous-populations adjacentes échatgentigrants.

Plasticité phénotypique: gammes de variations phénotypiques (traits
observables, telle que la morphologie) possiblegmimant a partir d'ur
méme genotype (formes alléliques d’'un gene).

Traits d’histoire de vie : les traits d'histoire de vie d'une espece dénti
le mode de vie d’une espéce, son régime alimentasearactéristiques de
sa reproduction, de sa dispersion et autres aspeds biologie.
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CHAPITRE |

Influence des caractéristiques des réseaux hydroguhiques sur la
dynamique et la génétique des populations d’especes

dulgcaquicoles
Bassin versant : topologie des réseaux hydrographigs

Dans un espace tridimensionnel, un cours d’eaucastctérisé par sa largeur, sa
longueur et sa profondeur. Un cours d’eau peute@gaht étre représenté par une série de
segments linéaires (branches) qui se rejoignentagriluence au niveau de nceuds pour
former un réseau ramifié dit « dendritique » (Gariorgerser & Gresswell, 2005) (Fig. 1).
Ce réseau hydrographique se termine par un seubiexula géométrie d'un réseau
hydrographique peut étre caractérisée par des sregiimples basées sur la structure
hiérarchique de ses affluents (ses segments) eégmnén ordres. Les segments dont
I'extrémité amont est une source, sont d'ordreelségment résultant de la confluence de
deux cours d’eau de méme ordrest d’ordrei+1, et le segment résultant de la confluence de
deux cours d’eau d'ordres différents conserve ferdu cours d’eau dont I'ordre est le plus
grand (Strahler, 1957) (Fig. 1). L'ordre du bassnsant correspond a I'ordre du segment le
plus élevé. Par exemple, le fleuve Amazone estagsib versant d’ordre 12. Les hydrologues
se sont appuyés sur cette classification pour engdtr évidence des lois géométriques

générales d’organisation des réseaux hydrographicpiasi, Strahler (1957), a montré que

lorsqu’on noteN; le nombre de segments d’ordreet E la longueur moyenne ddy;

. N. i
segments d’ordre le rapport de confluenci&. :N—"l et le rapport de longuelR_ = _L
i i-1

sont sensiblement identiques pour un réseau hyajpbgue donné ; ces deux rapports de
Horton (Horton, 1945), peuvent donc étre considésEmnme caractéristiques de
I'organisation naturelle du réseau hydrographidies rapports sont stables et varient entre 3
et 5 pourRc et entre 1,5 et 3,5 po .
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Amont

Distance
Euclidienne

Distance suivant
le cours d’eau

Sens du
courant 1
A Nceud
3 1
Segment
Aval

Fig. 1 Représentation schématique d’'un réseau hydgoaphique dendritique comprenant 3 niveaux
d’ordre. Les chiffres indiquent le niveau d’ordre du segment. La distance Euclidienne et la distance

suivant le cours d’eau sont représentées entre desies (points noirs)

La configuration des connexions sur le réseau lydphique est appelée la topologie
(Ganio et al, 2005). Les notions de connexion et de distantee des sites sur un réseau
hydrographique different de celles dun systemeédire non ramifié ou plan.
Biologiquement, on considére que la distance atgtx points le long du réseau ne peut étre
représentée par la plus petite distance « a vasebo », ou distance Euclidienne, entre ces
points, car elle ne représente pas la distancke néaticourue en suivant le cours d’eau. Celle-
ci est en réalité déterminée par la configuratiéongétriqgue du réseau (Fagan, 2002). C'est
pour cette raison que la distance suivant le cdi@su (Little, Edwards & Porter, 1997) et le
niveau d’ordre (Gardner, Sullivan & Lembo, 2003htsimportants lorsque I'on considere les
flux (des organismes) sur le réseau ou les vanatites caractéristiques physico-chimiques et

biotiques.

Un réseau hydrographique répete plusieurs foisn@éses unités géométrigues dans
I'espace (ramifications) a différentes échelless§ir® sous bassin ou riviere). Afin d’étudier

n'importe quel processus se déroulant sur un bakgdrographique, il est nécessaire
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d'utiliser une dimension tenant compte de la lomgudes branches et du nombre de
ramifications. C’est pourquoi la notion d’objetdtal s’est rapidement appliquée aux objets
ramifiés, et tout particulierement aux réseaux bgdaphiques (La Barbera & Rosso, 1989).
D’'un point de vue statistique, toute partie d’'urse@u hydrographique est similaire a
'ensemble. Une telle propriété d’auto-similarittandelbrot, 1982) est aussi appelée
invariance d’échelle. La description des réseaudrdyraphiques a travers la géométrie
fractale est bien documentée (La Barbetral, 1989; Tarboton, Bras & Rodriguez-Iturbe,
1990; Rosso, Bacchi & La Barbera, 1991; Rodriguedhk & Rinaldo, 1997). Cependant, il
faut insister sur le fait que les réseaux hydrogigues sont des objets fractals naturels, leur
invariance d’échelle est donc limitée. La forme diseaux hydrographiques n’est pas définie
a priori et peut donc varier selon le hasard des proceEsosrphogenese, contrairement aux
fractales mathématiques dont la forme est totalérpedvisible. Comme expression de la

dimension fractale d’'un réseau hydrographique, laabBra et Rosso (1989) proposent

R

, . : I
I'expression suivante D = I
n

, OURc et R_ sont les rapports de confluence et de longueur

définis ci-dessus. D’aprés Mandelbrot (1982) etBaabera et Rosso (1989), la valeure
pour un réseau hydrographique tend vers 2 quamélskau approche de sa maturité, mais,
dans la pratique, les contraintes du relief etadgélologie rendent cette maturité inaccessible.
L’analyse fractale des réseaux hydrographiquese rest outil intéressant pour étudier
I'invariance d’échelle des processus hydrologiqu&sst a partir de ces parametres que les

réseaux artificiels sont générés.

Réseaux hydrographiques et écologie

Hétérogénéité spatiale et temporelle des habitats

Les cours d’eau ont longtemps été considérés comese éléments linéaires du
paysage et cartographiés de la méme maniéere quexies routiers. Or, les réseaux
hydrographiques sont des éléments dynamiques dsagayet sont caractérisés par leur
hétérogénéité spatiale et temporelle (Ward, 1998niGSidle & Richardson, 2002; Tockner
et al, 2002; Warcet al, 2002; Wiens, 2002).
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L’hétérogénéité spatiale reflete la diversité dedtire des paysages. Cette mosaique
est caractérisée par I'associations des variati@asnorphologiques (chenaux, iles, et bancs
de sable) et la diversité des habitats aquatioyee de sédiment, herbiers, courant et débit)
et terrestres (prairies humides, boisements, adiatc) (Ward, 1998; Tockneet al, 2002).

La géomorphologie d'un réseau hydrographique emgentits gradients longitudinaux,
latéraux et verticaux (Ward, 1998). Un cours d'eaaturel présente une dimension
longitudinale (Fig. 2A) et peut étre considéré camum systéme continu dans lequel les
parametres abiotiques (comme les caractéristiques/'ahu, la pente, le débit et la
granulométrie du fond du lit) varient constammeatla source a I'embouchure. Les cours
inférieurs, en amont, sont caractérisés par untitbomogene, une eau turbide et pauvre en
oxygene. A linverse, les cours moyens, plus largesit caractérisés par un éclairement et
une quantité de nutriments plus importants (la petidn primaire augmente sous l'effet
d’'une luminosité accrue par un meilleur ensoleibat), un substrat constituant une mosaique
d’habitats, une eau claire et une variation theumignportante (Ward, 1998). Une variation
des habitats et une succession de différentesrimeed sont observées le long du cours d’eau
(Vannoteet al, 1980a).

Les cours d’eau sont en relation étroite avec leemterrestre environnant. En effet,
une dimension latérale (Fig. 2B) subsiste lorsqaetopographie du réseau permet une
extension en largeur du cours d’eau. La conneétiaitérale est particulierement importante
dans les zones alluviales naturelles, qui sont sesse remodelées par les crues et présentent
une grande richesse d’habitats pour la faune teeremmphibie et aquatique (Amoros & Petts,
1993). La zone de transition entre le milieu tdreegt le milieu aquatique y joue un role
prépondérant. Les arbres et arbustes de la riveonstituent pas seulement une source
d’énergie pour les organismes aquatiques et teegests fournissent également du bois mort
qui contribue a I’hétérogénéité spatiale des petitgs d’eau (Waret al, 2001b).

La dimension verticale des cours d’eau (Fig. 2Chmend la zone hyporhéique (zone
de transition entre les eaux de surface et les saukerraines). Elle constitue un habitat
spécifique pour certains animaux et microorganismes biofilms microbiens sont en
particulier chargés de la nitrification et de laylation de composés organiques (Brunke &
Gonser, 1998). Comme les zones alluviales, la hgperhéique est remodelée par les crues.
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Fig. 2. Voies d’échanges de matériels, d'énergie @&brganismes selon la dimension longitudinale (A),

latérale (B), et verticale (C) sur une riviere (Wad & Wiens, 2001c).

L’hétérogeénéité temporelle (Fig. 3) dépend noneseeht de la topologie (pente du
réseau hydrographique) mais aussi du régime d’éowit et du charriage. Des débits élevés
provoquent un déplacement de sédiments qui induiformation de nouveaux habitats
parallelement a la destruction d’anciens habithts crues constituent les perturbations
temporelles les plus courantes des cours d'eau WH998). Si les inondations sont
fréquentes, la biodiversité est plus faible et @et $es espéces a cycle vital court et a forte
capacité d’expansion qui dominent (Amostsal, 1993). L’alternance entre les périodes de
crues ou d’étiages engendre des variations destéasdiques physico-chimiques et biotiques
de I'eau. En été, par exemple, la températureadrilaugmente ainsi que la concentration en

dioxyde de carbone, due a I'activité photosynthétjcce qui tend a augmenter le pH de I'eau.
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La photosynthése elle-méme est fonction de I'éstaént, de la température, de la quantité de

I

nutriment et de la biomasse algale.

— —_— <:| —_— i
g Winter Spring Summer Autumn
HA :;%C: SM /
=
O

0 400m /

Fig. 3. Cycles d’expansion et de contraction d’'unéseau hydrographique durant les 4 saisons (hiver,
printemps, été et automne) et contributions relaties des différents apports en eau se déversant ddes

prairies inondables. HA: nappe phréatique; MW: fonte des glaces; GW: charriage; SM: fonte des neiges.

Impact de I'hétérogénéité du paysage sur les corantés

L’hétérogénéité spatiale des habitats aquatiquésredstres, entre 'amont et l'aval,
influence la répartition des especes et la composides communautés animales (Belliard,
Boét & Tales, 1997; Hawkinst al, 1997; Ward & Tockner, 2001a; Beneéa al, 2004;
Grenouiller, Pont & Hérissé, 2004; Lowe, Likens &wer, 2006) et végeétales (Cornell, 1978;
Vannoteet al, 1980a; Nilssoret al, 1989; Rendfélt, Nilsson & Jansson, 2005).

L’intensité et la fréquence des inondations (Nai®abécamps, 1997; Rendfadt al,
2005) et le sens unidirectionnel du courant (Nils€oJansson, 1995) affectent la richesse
spécifiqgue de la ripisylve (végétation de la rivea composition des communautés de
macrophytes (plantes aquatiques) est égalementidarde la distance entre 'amont et l'aval,
la topologie (Demars & Harper, 2005), la taille Hassin versant (Riis, Sand-Jensen &
Vestergaard, 2000), le substrat (French & Chamld€36), et la fréquence des inondations
(Barrat-Segretain & Amoros, 1996; Riis & Biggs, 200Généralement, chez les poissons
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d’eau douce, la richesse spécifigue augmente lmealesuivant le gradient amont-aval. Cette
augmentation est parfois attribuée a 'augmentatiertaille des habitats en aval et/ou a la
diversité de I'habitat (Belliaret al, 1997; Oberdorfet al, 2001; Grenouilleet al, 2004). Si

la structure du réseau hydrographique contraididtaibution des espéces, il peut également
influencer leurs interactions (Johnson, Hatfiel&ice, 1995) en réduisant, par exemple, le
taux d'interactions prédateur-proie (Cuddington &d¥is, 2002). En effet, les prédateurs
peuvent étre incapables de répondre aux variatepetiales des densités de proies,
augmentant la variation du taux de reproductiorallota persistance des populations et
I’équilibre des densités de proies (Cuddingtdml, 2002).

L’hétérogénéité du paysage influence enfin lesatarestiques physico-chimiques et
biotiques de 'eau sur le bassin versant. Ces t@istiques varient graduellement et affectent
la composition des communautés de macrophytest lEesas de l'alcalinité (Riigt al,
2000), de la conductivité, de la concentration@rsicalcium et magnésium (Murpby al,
2003), et de la concentration des nutriments (Myrph al, 2003). Les variations des
caractéristiques physico-chimiques et biotiquegefactions intra et interspécifiques) de
méme que la ripisylve avoisinante affectent égafenia répartition et 'abondance des
populations d’insectes d’eau douce (Hawk@tsal, 1997; Malmqvist, 2002). La répartition
des taxa sur le bassin versant dépend de I'oxyghn&g température, des concentrations en
nitrate et ammonium, du pH, de la conductivité es @onditions hydrauliques estivales
(Franken, Storey & Williams, 2001; Usseglio-Polaté&rBeisel, 2002).

Impact de I'hétérogénéité du paysage sur les pdjouia

N’importe quelle variation de l'un des facteurs vpsécédemment (topologie,
géomorphologie, caractéristiques physico-chimigetelsiotiques de I'eau) peut influencer la
répartition des populations le long du réseau hydqohique mais aussi modifier les traits
d’histoire de vie de ces populations tels que tepe de développement, la phénologie, la
reproduction et la dispersion des individus. Pdesiespeces inféodées au cours d’eau, les
insectes aquatiques sont particulierement sensibléstérogénéité de I'habitat. En effet, ils
présentent un cycle de vie complexe (plusieurs netiesie métamorphose) ce qui les rend
vulnérables aux variations environnementales (teatpé, nourriture, crues, sécheresses et

pollutions) durant leur développement (Hentsch@®9). De plus, ils exploitent deux types de
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milieux, aquatique et terrestre, les exposant aungivariations de ces deux environnements.
Chez les insectes, il existe une corrélation pasigntre I'hétérogeneité de I'habitat et la
variation des traits phénotypiques, notamment fgisstmorphologiques liés a la dispersion
(Roff, 1990; Wagner & Liebherr, 1992). C’est-a-dipge plus I'habitat sera hétérogene et plus
la taille des ailes des individus sera variabler &mséquent, les populations d’insectes
peuvent présenter des divergences morphologiquedaviplasticité phénotypique (West-

Eberhard, 2003; Ananthakrishnan & Whitman, 2005).

De nombreux facteurs environnementaux influencanplésticité phénotypique des
individus : la température (Atkinson, 1994), la kiféades ressources alimentaires (Anholt,
1991), la densité des individus (Peckarsky & Covil&@91), et la présence de prédateurs (Ball
& Baker, 1996). Les insectes aquatiques étant cieshermes (la température du corps varie
en fonction de la température du milieu), leur pbiggjie, leur fitness (valeur sélective ou
succes reproducteur) et leur abondance dépendelat téenpérature (Vannote & Sweeney,
1980b). Chez de nombreux insectes, comme les épbgmies libellules et les perles
(plécoptéres), la croissance a surtout lieu duesnstades larvaires. Le taux de croissance de
ces stades larvaires est influencé par la tempéréiannoteet al, 1980b; Atkinson, 1994;
Corbet, 1999; Angillettat al, 2003). Les individus exposés a des températuusschaudes
grandissent plus rapidement et peuvent atteind¥reopement leur taille adulte (Perry, Perry
& Stanford, 1987; Gregory, Beesley & Van Kirk, 2000

Chez les insectes, la morphologie et plus paréoaithent la longueur des ailes et
'importance des muscles thoraciques sont associéesapacités de dispersion (Harrison,
1980; Marden, 1989; Spedding, 1992; Berwaerts, Dgack & Aerts, 2002). Généralement,
les individus possédant des ailes plus longuesedispt sur de plus grandes distances par
rapport aux individus plus petits (Fernando, 198&, Boer, 1970; Malmqvist, 2000). Un
habitat pauvre en nourriture ou I'évitement desdatéurs induisent parfois une taille plus
petite a émergence (Anholt, 1991; Bellal, 1996). La compétition intraspécifique chez les
premiers stades larvaires peut eégalement augmknteriation de taille (Peckarskst al,
1991). Ces facteurs seraient responsables de igagaphénotypiques plus ou moins
importantes sur les réseaux hydrographiques. Taigtefes gradients des caractéristiques
physico-chimiques et biotiques sur les cours d'gmuvent engendrer des variations
morphologiques graduelles et ainsi générer descitépade dispersion différentes entre les

populations a I'échelle du réseau hydrographique.
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Réseaux hydrographiques et dispersion

Les réseaux hydrographiques sont caractérisés par multitude de passages
longitudinaux, latéraux et verticaux (Fig. 2) ehdale possibilités d’échanges dans ces trois
dimensions (Wiens, 2002). Les mouvements des itds/peuvent suivre deux voies sur un
réseau dendritique: soit le long des segments deate (déplacements le long des cours
d’eau), soit entre les branches du réseau (erdreders d’eau, distance « a vol d’oiseau »)
(Malmqvist, 2002). Les déplacements des poissoes, ldrves d’insectes aquatiques, des
crustaces, et parfois des graines (par hydrocheee)imitent a l'intérieur du réseau. De
nombreux taxa montrent des déplacements préféleigidong des cours d’eau tels que des
papillons dans des milieux ouverts non forestieladdad, 1999). Toutefois, certains insectes
aquatiques adultes (Miller, Blinn & Keim, 2002; Meale, Peckarsky & Likens, 2005), tout
comme les oiseaux, les mammiféres ou les plani@se ypollen (Kitamotcet al, 2005), sont

capables de se déplacer entre les branches duirésea

La structure d’'un réseau hydrographique est doacegiible d’influencer les patrons
de dispersion (Fagan, 2002; Campbell Grant, Loweéagan, 2007). L’isolement spatial des
branches, imposé par la topologie du réseau hyalpbégue, affecte la mobilité des individus
ainsi que la connectivité entre les populationg@fa 2002; Campbell Graat al, 2007). Par
exemple, la géométrie du réseau hydrographique Ipeitér le déclin des populations par
I'apport de migrants aux points de confluence (ClaglipGrantet al, 2007). En revanche,
I'architecture du réseau peut entraver la recodiitia des branches en amont, de par le sens
unidirectionnel du courant, chez les espéces aguettirestreintes aux mouvements le long
des branches du réseau (Fagan, 2002). La dispersisn’aval des organismes aquatiques
peut étre également influencée par I'arrangemeatiadpdes zones d’eau stagnantes (bras
morts, mares ou boires) sur le cours d’eau (BoraryP& Downes, 2000). Ces milieux
favorables temporaires serviraient « d’étape » plas individus et faciliteraient leur

dispersion.

Les insectes aquatiques, de par leur cycle de sievgnt présenter deux types de
mouvements. Les larves présentent une dispersissivgainduite par la dérive le long du
cours d'eau (Mackay, 1992; Jackson, McElravy & Re$899) et les adultes aériens
présentent une dispersion active. Les adultes vg&méralement le long du cours d’eau lors

de la reproduction (les pontes étant aquatiquespgk Jeschke & Gabriel, 2001; Caudill,
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2003). Les insectes dont les larves sont sujettizs diérive vers I'aval peuvent voler vers
'amont a l'état adulte (Anholt, 1995). Cette disggpen vers I'amont est probablement
favorisée par des fortes densités d’invidus en,avabuse de la dérive des larves, alors que
les sections en amont du cours d’eau sont dépeupdddolt, 1995). Les adultes ailés sont
également capables de se déplacer entre les cmas du travers des habitats terrestres
(Sode & Wiberg-Larsen, 1993; Kovats, Ciborowski &rkum, 1996; Milleret al, 2002).
Ces deux types de déplacement peuvent affecteristuibdtion et la génétique des
populations. Macneale, Peckarsky et Likens (200%kmh en évidence que le degré de
connectivité entre les populations d’insectes daquas est fonction de l'orientation des
déplacements des adultes volant le long des coeemu.dChez les especes capables de
déplacements en dehors du réseau hydrographiqueglddon entre la répartition des
populations et les angles de bifurcation des bramclu réseau dendritique peuvent jouer un
r6le clé dans la régulation de la colonisation liesches adjacentes (Campbell Grainal,
2007). Cependant cette relation n’a pas été testée.

Etudier la dispersion et le flux de genes des iddiv en relation avec la structure
hiérarchique du réseau hydrographique peut aidercampréhension des effets de la taille,
du nombre et des angles de bifurcation des brarsinela dispersion et le flux de gene des

populations (Campbell Graet al, 2007).

Ecologie du paysage et génétique des populations

« Landscape genetics » ou génétique dans les paysag

Les principaux processus génétiques qui peuveatodtserveés parmi les populations
naturelles sont le flux de génes, la dérive génétiet la sélection. Le flux de genes
correspond aux mouvements d’individus entre grougssltant en des échanges de genes
(Endler, 1973; Hedrick, 2005). La dérive génétigse la variation des fréquences alléliques
et génotypiques par le simple fait de I'échantilimge aléatoire des gametes, de génération en
génération, dans une population de taille infihi@.dérive est supposée avoir le méme effet
sur I'ensemble des locus du génome. Si la taifieagfe de la population est petite, alors les

fréequences alléliques vont subir de fortes vaneiau fil des générations jusqu’a la fixation
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ou la perte aléatoire d’'un allele (Hedrick, 20083. sélection correspond a la variation au
cours du temps des fréquences alléliques et génogs due aux différences de valeur
reproductive des individus portant différents ggpets (Endler, 1986). La sélection, qui peut
opérer a tous les stades d'un cycle de vie, detda qui provoque l'adaptation évolutive des
populations, en conduisant a l'augmentation derdguence des alléles ou génotypes
avantageux et a la diminution de la fréquence défes ou génotypes déléteres (Endler,

1986).

Détecter des discontinuités génétiques et déternaneelation de ces discontinuités
avec les caractéristiques paysageres et enviromial®ee sont les deux étapes clés de la
« landscape genetics » (Maradl al, 2003). La « landscape genetics » est I'associadi®
deux disciplines, la génétique des populationséeblogie du paysage (Manet al, 2003).
Les patrons geénétiques les plus connus en « lapelsganetics » sont les clines (Clarke,
1996), l'isolement par la distance (IBD) (Rous4&X97) et les barrieres au flux génique (Fig.
4) (Piertneyet al, 1998).

Barriere Cline

Isolement par la distance

Distance génétique

Distance géographique

Fig. 4. Patrons génétiques (barriere, IBD et clinepbservés dans le cadre d'études de génétique des

populations en relation avec la distribution des idividus dans I'espace.
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Les réseaux hydrographiques forment des paysagesplexes de par leur
hétérogénéité spatio-temporelle et leur géomorgeld’réecédemment il a été vu que ces
structures paysageres influencaient la distribugbnes déplacements des individus, par
conséquent on peut se demander si les caractéastigde ces réseaux influencent les

processus génétiques.

La probabilité d’échange de migrants entre deuwufatons, sur un méme bassin, est
supposée étre influencée par des facteurs intuesegls que le sens du courant et la distance
entre les populations. Généralement le flux de g@&se bien plus important vers I'aval que
vers 'amont, le courant facilitant la dispersiogry I'aval (Hernandez-Marticét al, 1995).

De plus, la structure géométrique des réseaux hyapbiques tend a isoler les populations
vivant sur différents bassins ou sous-bassins (Msi@&n, Hugues & Bunn, 2001). En effet,
un fort isolement démographique et génétigue dsnha@l entre les sites proches «a vol
d’oiseau » (distance euclidienne) mais éloignépdunt de vue de la distance suivant les
branches du réseau (distance suivant le cours Jdfesgan, 2002; Rissler, Wilbur & Taylor,
2004). Chez les organismes aquatiques tels qumlssons, le flux de génes est contraint par
le courant, la topologie du réseau hydrographitpi@jveau d’ordre du bassin versant et les
barrieres physiques a la dispersion (barragesjk{6)al985). Ainsi, les déplacements vers
l'aval permettent de concentrer et mélanger lesvidds au niveau des confluences. A
I'inverse les déplacements vers I'amont séparentridividus au niveau des bifurcations les
isolant les uns des autres (Power & Dietrich, 2002k deux types de déplacements ont pour
effet (i) de diminuer la diversité génétique vemmont sur un bassin versant (Schmidt,
Hughes & Bunn, 1995), (ii) de contribuer a la diffiéciation génétique entre les cours d’eau
et les sous-bassins (Powetral, 2002). En outre, les populations en téte de badsipar leur
isolement géographique et une migration favorisées Vaval, sont plus vulnérables a la
dérive génétiqgue (Fraser, Lippe & Bernatchez, 2008dur les especes dispersant
préférentiellement le long du cours d’eau, le fllexgénes se fera surtout au sein d’'un méme
bassin et non entre différents bassins (Ward, Waoki& Skibinski, 1994; Bilton, Freeland

& Okamura, 2001; Beck & Pruett-Jones, 2002; Posteal, 2002; Peckarskgt al, 2005). En
terme de patron génétique, le flux de genes ayamtipalement lieu entre les sites les plus
proches le long du cours d’eau, un IBD est atteswlu cette dimension longitudinale, si
I'équilibre entre la dérive génétique et le fluxgkne est atteint (Wright, 1943). Par exemple,
chez les plantes, a I'’échelle du bassin versautisfgersion régionale effectuée par les graines

16



Chapitre |

(et le pollen) engendre des variations génétiquaduglles le long du cours d’eau principal
ou le long des différents affluents (Smuldetsl, 2008).

Pour les espéeces qui se déplacent préférentieltelddang des branches du réseau
hydrographique, les patrons génétiques peuventteeflles contraintes imposées par
I'architecture du bassin (Risslet al, 2004; Loweet al, 2006). Ainsi, la structure génétique
des populations est supposée refléter la strudiiéearchique du réseau hydrographique
(Meffe & Vrijenhoek 1988). C’est notamment le cas5b % des especes de poissons (Avise,
2000), de I'écrevisse a pattes blanchasstropotamobius pallipeen Europe (Grandjeast
al., 1997) et des crevettes d’eau douce en Austi@bek, Hughes & Bunn, 2002). Toutefois,
les patrons génétiques de certaines espéces deom®igHurwood & Hughes, 1998;
McGlashan & Hughes, 2000; Watearsal, 2001) et de crustacés (Hurwood & Hughes, 2001)
ne sont pas expliqués pas la structure hiérarchdqu@&seau. La différenciation génétique de
ces especes a été attribuée aux aménagementssitu (bhgwoodet al, 1998; Waterst al,
2001) et a la dispersion terrestre entre les od'eu (Hurwoocet al, 2001). Par conséquent,
la structure génétique des populations sur un vésgdrographique dépend de la structure du
réseau, des patrons de dispersion de I'espécesdianigeres a la dispersion présentes sur le

bassin versant.

De par I'arrangement spatial des habitats surdesscd’eau, les populations d’especes
dulcaquicoles, aux capacités de dispersion limjteast considérées comme discrétes (Bilton
et al, 2001; Fagan, 2002). De telles populations peuvemninaitre des évenements
d’extinction locale et de (re)colonisation dus amies, étiages, aménagements ou pollutions.
Tous ces facteurs (distribution discontinue, faitligpersion et extinction locale) contribuent
a la théorie selon laquelle les organismes inféadésours d’eau présentent une dynamique
de type métapopulationnel (Fagan, 2002; Lowe, 2B802pnak & Jenkins, 2003). Ainsi, chez
la roquette d’Autriche Sisymbrium austriacunBrassicacées), les populations récemment
installées sur le lit mineur (limité par les berngesl les évenements d’extinction—colonisation
sont récurrents suite aux inondations, présentenniuveau de différentiation génétique
moindre en comparaison des populations installéeseslit majeur du cours d’eau qui sont

touchées par les eaux en hiver (Jacqueetyi, 2006).

Chez les organismes aquatiques, une structure gapuielle de type « source-puits »

est également attendue sur les réseaux hydrogrsgshi€e concept s’appliquerait pour les
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flux de génes des petites populations vers leslptipns de grande taille, dans le cadre d’'une
dispersion dépendante de la densité et donc etidarde la qualité de I'habitat (Frasetral,
2004; Hansenret al, 2007). Cependant ce n’est pas toujours le casflunde génes
asymétrique peut également se produire selon lardifan longitudinale des cours d’eau et
non selon la qualité de I'habitat, les populatiensamont envoyant des migrants vers l'aval
via le sens du courant (Hanfling & Weetman, 200&yiNe, Dunham & Peacock, 2006).
Ainsi, les populations présentes sur le bassin grau@tre issues de plusieurs populations
sources en amont et non d'une seule. Un tel prosegsté démontré chez les plantes, les
mélanges de graines provenant de différentes pimsasources par lintermédiaire du
transport de lI'eau (hydrochorie) (Kudoh & WhighaQ01; DeWoody, Nason & Smith,
2004). Par conséquent, le sens du flux de génegnst@seau hydrographique peut dépendre
du type de déplacements (déplacements longitudimautransversaux), de la qualité de
I'habitat, de la dimension longitudinale (sens dwrant) et de la topologie (nombres de
branches pouvant accueillir ou envoyer des migyahtséseau hydrographique.

Méthodes d’analyse de la structuration génétigueplepulations dans I'espace.

Les réseaux hydrographiques posent des difficuttéscernant I'utilisation des
méthodes d’analyses traditionnelles de génétique migulations, car ce ne sont ni des
paysages strictement linéaires en une dimensiodgesipaysages en deux dimensions. Le
modele théorique permettant d’estimer la migrateofong des cours d’eau serait un modele
de pas japonais (Kimura & Weiss, 1964), ou les égha de migrants se produisent entre les
populations les plus proches dans un paysage dméandis que les échanges de migrants
entre les branches du réseau seraient proche didelenen iles (Wright, 1951), ou toutes les
sous-populations échangeraient des migrants. D& fdurelation entre deSst (indice de
différenciation génétique) &m (le nombre de migrants) donnée par le modeleesn@ikr=
1/(4Nm+1)), se révele plus robuste dans le cas d’'uneedism limitée comme chez de
nombreux organismes dul¢caquicoles (Slatkin & Barfi®89; Whitlock & McCauley, 1999).

L'estimation desFst reste la méthode la plus utilisée pour étudierstiaucture
génétique des populations. Il est estimé a pagtiadrariation génétique entre les groupas,
et parmi les groupesiy : Fst= vp/(V, +V,,). Cet indice de différenciation génétique permet

également de mettre en évidence des IBD graceralddon 1/(1Fsy) en fonction de la
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distance géographique (habitat linéaire) ou duritgae népérien de la distance (habitat en
deux dimensions) (Rousset, 1997). Le logiGelnpop (Raymond & Rousset, 1995) détecte
les IBD en réalisant des régressions linéairesedatdifférenciation génétique et la distance
géographique. Il effectue également des tests délations entre les matrices de distances
génétiques (matrices de différenciations génétiqueatrices deFsy) et les matrices de

distances geographiques (test de Mantel).

D’autres estimateurs, tels que les coefficientpaente (« kinship coefficient #;)
permettent également d'étudier la structure geunétides populations. Le coefficient de
parentér; est estimé selon la formule suivantg;=(Q;j-Qm)/(1-Qy), ou Q; est la probabilité
gue deux genes,etj, tirés aléatoirement soient identiques par ét&d.eest la probabilité
moyenne que les genes soient identiques par étatles individus tirés aléatoirement au sein
des sites eéchantillonnés (Vekemans & Hardy, 20049.analyses de la structure spatiale des
données génétiques, a partir du coefficient denp@rsont réalisées par le logicBPAGeDi
(Hardy & Vekemans, 2002). Ce programme met en éceld¢’existence d’IBD ou de clines

en utilisant des autocorrélations spatiales.

L’analyse de variance moléculaire, AMOVA (Schnejdeoessli & Excoffier, 2000)
est également régulierement utilisée lors d’étwgleda structure genétique des populations,
notamment sur les cours d’eau (Wadtsal, 2004; Schultheis & Hughes, 2005; Wadtsal,
2006). Cette analyse attribue la part de divergiéétique entre les sous-bassins, entre les

sites d’'un méme sous-bassin et entre les indivddus méme site.

La structure génétique ne reflete pas toujoursdaimité geographique des individus.
Par exemple, la présence de barrieres au flux gérémgendre une structuration génétique
chez des populations dont la distribution est ca@i De méme, des individus montrant des
localisations, des phénotypes et des comportendifiésents ne sont pas nécessairement
génetiqguement difféerenciés (Petit, Balloux & Goud2001). Une méthode basée sur
I'approche Bayésienne permet d’étudier la structémeétiqgue des populations lorsque celles-
ci semblent cryptiques. Cette approche est basédasprobabilitéa posteriori que les
individus soient assignés K populations,Pr(X/K) ou X est le génotype des individus
échantillonnés. Le programn®RUCTURE (Pritchard, Stephens & Donnelly, 2000) utilise
cette méthode pour détecter des unités populatiesn€ependant, ce programme ne tient

pas compte de la localisation géographique desithdi contrairement aux logicieBAPS
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(Corander & Marttinen, 2006) &GENELAND (Guillot et al, 2005) qui détectent des unités
populationnelles dans I'espace en assignant égatel®® individus a des groupes selon la

méthode Bayésienne.

Lorsque des entités génétiques, ou populationgw@ntéfinies, il est intéressant de
pouvoir déterminer les éléments du paysage pouisatdr les populations. Le calcul de
I'algorithme de maximum de différences de Monmoiidonmonier, 1973) ou le wombling
(Womble, 1951) permettent de localiser les barsiee®l flux génique sur une carte
géographique. Le wombling est basé sur l'utiligaties polynédmes locaux pour estimer les
fréquences alléliques localement. Le prograntf@MBSOFT (Crida & Manel, 2007) utilise
le wombling et identifie les variations locales d&gquences alléliques. Le logiciel
BARRIER (Manni, Guerard & Heyer, 2004) grace a l'algorithithe Monmonier permet de
visualiser sur une carte les données contenuesuthenmatrice de distances génétiques. Ces
barrieres au flux de genes résultent parfois deetdias environnementausGESTE (Foll &
Gaggiotti, 2006) peut identifier les facteurs eammementaux influencant la structure
génétique des populations. Ce programme utilisen#tbode Bayésienne pour évaluer I'effet
des facteurs biotiques et abiotiques (distancegrg@hiques, température, altituasg) sur

la structure génétique des populations.

Ces meéthodes d’analyses sont adaptées aux margoedosninants comme les
microsatellites. Ces marqueurs identifient desledldlomologues permettant de dénombrer
les homozygotes et les hétérozygotes et donc ahiesties fréquences alléliques. Cependant
la plupart des méthodes citées précédemment salenégnt adaptées a l'analyse de
marqueurs dominants comme les AFLP, Amplified FragirLength Polymorphism (Vost
al., 1995). Ces marqueurs moléculaires permettentali@ydr une plus grande partie du
génome, jusqu’a plus de 1000 locus étudiés, en amigon des microsatellites qui se
limitent a une vingtaine de locus (Bensch & Akess@005). Toutefois, l'information
génétique obtenue avec les AFLP est relativemantrpgétant donné que ces marqueurs sont
bialléliques par rapport aux microsatellites quinent présenter plus d’'une dizaine d’alléles.
En effet, pour obtenir des valeurs Eer semblables entre AFLP et microsatellites, quatre a
dix fois plus de marqueurs doivent étre utilisésr{&het al, 2005). Par conséquent, a partir
d’'une centaine de marqueurs et 50 individus eclh@miés, les estimations d&r s’averent
plus robustes (Bonin, Ehrich & Manel, 2007). Degdés ont récemment démontré que les

AFLP sont d’excellents marqueurs pour estimer lem& entre les individus (Hardy, 2003)
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et pour déterminer la structure génétiqgue des ptipns dans I'espace (Terd al, 2003;
Sanderet al, 2006; Garoieget al, 2007; Jump & Penuelas, 2007). De plus, les AR:Bmit
révélés plus efficaces que les microsatellitesderta détection de structure génétique a petite

échelle géographique (Garatal, 2007; Jumpet al, 2007).

Simulation de la dispersion et du flux génique surun réseau

hydrographique artificiel

La modélisation est une représentation (physiqoeceptuelle ou symbolique) de
processus complexes. En dynamique des populatiomsnzontre principalement deux types

de modeles, les modeéles déterministes et les n®owl®idus centrés.

Les modéles déterministes sont généralement basétednent sur un systeme discret
non linéaire, ce qui conduit & un systeme d'équoatdifférentielles résolu par des méthodes
numériques issues du calcul matriciel (Grimm & Bladick, 2005). Ces types de modele
utilisent habituellement un nombre restreint deapaatres. lls ont pour objectif de reproduire
des dynamiques de populations en exploitant pelodaées quantitatives sur les populations
étudiées. lls nécessitent de connaitre la bioldgikespéce et son cycle de vie a partir de quoi
il sera possible d'estimer des paramétres démoiyagd importants, tel que le taux de
croissance de la population. Ces modéles fontaigin de certains processus se déroulant a
I'échelle des individus, et cherchent a décrireplesnoménes macroscopiques au niveau des

populations (Grimnet al, 2005).

Les modeles individus centrés reproduisent lesrantens entre les individus et
I'environnement, ou entre les individus uniqguemdist.permettent d’implémenter dans le
systéeme les différences génétiques ou comporteteengamtre les individus. Ces modéeles
reproduisent fidelement des processus naturelslesmmais ils nécessitent des capacités de
calcul plus importantes (Grimet al, 2005). Les modéles individus centrés sont sgettiaht
explicites lorsque le modéle tient compte de lartjon géographique des individus sur un
paysage donné (Dunnirgg al, 1995).
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De nombreuses études ont abordé la modélisationpdesessus écologiques et
génétiques tels que la dispersion (Blackwell, 1993chendorf, 1997; Railsbaek al, 1999;
Tyre, Possingham & Lindenmayer, 1999; Wt al, 2000; Gardner & Gustafson, 2004;
Vuilleumier & Metzger, 2006; Vuilleumier & Fontatdlk, 2007) et le flux de génes au travers
de différents paysages (Nuismer, Thompson & Goreulkiz, 2003; Ceddia, Bartlett &
Perrings, 2007; Vuilleumieet al, 2007), mais l'influence de la structure hiéragetd des

réseaux hydrographiques sur la génétique des pgamdaeste peu documentée.

Les modéles hiérarchiques des cours d’eau (« Stidarmarchy Models », SHM) sont
les premiers modeles mathématiques décrivant demite de la structure hiérarchique des
réseaux hydrographiques sur la répartition de Vardité génétique des espéces aquatiques
(Meffe & Vrijenhoek, 1988). La dispersion des indws aquatiques suivant le cours d'eau
peut étre modélisée par des équations de diffusimnun réseau artificiel (Johnsen al,
1995). Ce réseau artificiel a été généré de 2 memigi) selon une méthode de maillage en
quinconce, réseau de Scheidegger et (ii) selorreprésentation fractale, « limited-diffusion
deposit model » (Johnsa al, 1995). Un modéle déterministe basé sur des cafaatriciels
a été développé pour simuler la migration et la agmayphie de la truite commun8almo
trutta, sur un réseau dendritique d'ordre 4 (Chadesl, 1998, , 2000). Mais ces modeéles
restent insuffisants pour expliquer les patronsdidersité génétique entre les populations,
notamment pour les espéeces capables de se dépldametes branches du réseau (Féhml,
2006). En dépit de l'essor de l'utilisation des mled individus centrés, des programmes
doivent étre développés afin de mieux comprendnéuence de la structure hiérarchique des
réseaux hydrographiques sur les processus géngtigseorganismes d’eau douce (Campbell
Grantet al, 2007).

La dispersion et le flux génique sont fonction dumibre d’intersections, de la taille
des branches et de la géométrie du réseau hydroguas (Loweet al, 2006; Campbell
Grantet al, 2007). Les modeles de dispersion en une dimermioan deux dimensions ne
sont pas adaptés aux hydrosystemes (Fagan, 20Q&ndiehwanger, 2006). Les réseaux
hydrographiques peuvent étre considérés commeir@sémais étant donné qu'ils présentent
de nombreuses branches leur dimension est sumréewm. Les modéles semi-linéaires
semblent mieux adaptés a la topologie et a la tstr@ichiérarchique des réseaux
hydrographiques (Neuenschwanger, 20B86)UASPLATCHE (Neuenschwanger, 2006) est

le premier logiciel développé pour simuler les @raants de colonisation sur un réseau
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hydrographique naturel et générer. La diversitéétigne qui en résulte est basée sur le
processus de coalescence (méthode aléatoire dalggieédécrivant les relations de parenté).
Il s’agit d’'un modele déterministe basé sur desa@iqns différentielles. Cependant ce

programme ne permet pas de tester I'effet de lalégie du bassin sur la diversité génétique.
Un de nos objectifs était de développer un logipaimettant de tester I'effet de la géométrie
sur la structure génétique des populations d'osgaes inféodés au cours d'eau. Ce
programme est le premier modele individus cent@&ldppé pour simuler le flux de genes

sur des réseaux hydrographiques dont la taille eoimbre de branches varient.

Fragilité et préservation des rivieres

Les cours d’eau et les zones humides qui s’y flagtaicfont parties des écosystemes
les plus menacés sur la planete (Salal, 2000). En Europe occidentale une grande partie
des zones humides et des annexes hydrauliquesridegp@ux cours d’eau ont disparu au
cours des deux derniers siecles (Grand & BouddigRd a plupart des cours d’eau ont été
modifiés, aménagés, dragués et endigués pour lkdigre les inondations et permettre la
navigation (Granct al, 2006). Les extractions de granulats ont acceatgéenalisation des
cours d’eau, modifié I'écoulement des eaux et détes bancs d’alluvions (Granet al,
2006). On estime a plus de 99% la disparition de&ts rivulaires en Europe (Lefeveg al,
1998; Hughes & Rood, 2003) de par l'activité hureaicontréle de la dynamique des
rivieres, déboisement et présence de bétails) afit gte prairies ou de peupleraies de
productions. Des espéces étrangéres ont parfoimtédéluites comme I'Elodée du Canada
(Elodea canadensgis la Tortue de Floride Trachemys scripta elegans/I’Ecrevisse
americaine Qrconectes limosiyset la Grenouille-taureauR@na catesbeiana Enfin, la
pollution des eaux est un facteur aggravant la fitadlion et la perte d’habitat et
essentiellement responsable de la régression deines especes d’insectes aquatiques

comme les Odonates (Graatal, 2006).

Les populations dépendantes des réseaux hydrogregshisont particulierement
vulnérables a la perte d’habitat. En effet la pefteabitat limite la connectivité entre les

populations. Par exemple, les aménagements camsiataéguler les flux hydriques et
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contréler les inondations ont contribué a diminlgerconnectivité entre les rivieres et les
prairies inondables qui les entourent (Ward, 198&ssechement des zones humides tend a
fragmenter ces milieux et a constituer des basiaré dispersion le long du cours d’eau ou
entre les sous-bassins (Ward, 1998). En effetrdagmce d’habitats aquatiques en dehors du
réseau hydrographique (mares, lacs, fossés) péaneetonisation de nouvelles branches du
réseau (Loweet al, 2006) et faciliterait la dispersion sur le réséBond et al, 2000). La
topologie des réseaux hydrographiques tend nagomelt a isoler les populations
d’organismes aquatiques distribués sur les diftéebranches, la fragmentation de I'habitat
sur de tels paysages aurait pour résultat de pediéi nombreux fragments de petite taille
(Fagan, 2002). Par conséquent, 'augmentationistddment des populations diminue le flux
de génes entre les populations (Sltakin, 1995l 8ux de génes diminue, la différenciation
entre les populations peut augmenter via I'effelaleérive génétique (Hedrick, 2005). De
plus, la dérive génétique peut entrainer une peetda variabilité génétique au sein des
populations, ainsi le taux de consanguinité peghanter chez les petites populations isolées
(Hedrick, 2005). Enfin, ces populations montreraigmtaux d’extinction local plus important
(Frankham, Ballou & Briscoe, 2002).

Etudier les processus génétiques est essentielldamnpréhension des patrons de
dispersionet le maintien des populations. La dynamique dgsulations sur les systémes
hydrographiques souffre d'un manque d’études. $aiaine tache sur le cours d’eau est une
source ou un puits pour les dispersants et commesnsources et les puits sont répartis a

I’échelle du bassin hydrographique restent a détemiLoweet al, 2006).

Le bassin de la Loire comme aire d’étude

Le travail de these a été mené sur le bassin magéda Loire (Fig. 5). La Loire est le fleuve
le plus grand de France. Elle s’écoule sur 1012deriong drainant un bassin versant de
117000 kmz. Le fleuve prend sa source en Ardectse gétte dans I'océan Atlantique a St-
Nazaire. Il est caractérisé par des régimes denbpations importants comprenant des étiages
séveres en été et des crues de forte amplituderiaterpps et en hiver. Les crues sont
générées par des tempétes sur les cours montagneamont, par de fortes précipitations
apportées par les dépressions en provenance danii§jue, et par la fonte des neiges et des
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glaciers a la source. A la station hydrologiqueTaers (a 760 km de la source), le débit
moyen est de 374 hs! et d’environ 1500 rhs® lors de fortes inondations (Rodriguetsal,
2007).

Fig. 5. Aire d'étude, bassin de la Loire. La Loiremoyenne et inférieure jusqu’a I'estuaire.

Les cours d'eau faisant un minimum de 15 m de lamgfeété retenus pour I'étude,
limitant a l'ordre 4 le niveau de ramification dwadsin hydrographique. Un total de 22
rivieres, 7 sous bassins et le cours principaladeoire ont été échantillonnés, se répartissant
sur 3 régions administratives (Pays de la LoiretoBeCharentes et Centre). Dans ces 3
régions les principaux affluents de la Loire oné échantillonnés. Il s’agit de la Sevre
Nantaise, la Maine, le Layon, le Thouet, la Sartbd,oir, la Mayenne, I'Huisne, la Vienne,
la Creuse, la Gartempe, I'Indre et le Cher.
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La Loire moyenne est caractérisée par des secéanamont et en aval larges et
étendues présentant des iles, des anastomosegXmnentre deux bras d’'un méme cours
d’eau) et des chenaux secondaires, tandis quedti®rss intermédiaires sont plus étroites et
plus uniformes (Picard & Lair, 2005). La Loire nfEms subi d'aménagements lourds de
chenalisation, mais est toutefois soumise a cesauerturbations physiques, notamment une
perte de connectivité latérale suite a la chernaiseet 'enfoncement du lit mineur. D’un
point de vue chimique, la Loire est fortement t@elpar I'eutrophisation (enrichissement du
milieu en éléments nutritifs tels que les phosphatdes nitrates du fait de I'activité agricole),
avec des pics de concentration en chlorophylle (&oa& Maybeck, 2005). Les
aménagements les plus perturbants du bassin sets#tur des affluents de taille plus modeste
tels que le Loir, la Mayenne, la Sarthe, I'IndreleeThouet (Source : le conservatoire régional

des rives de la Loire et de ses affluents, CORELA).

Le bassin de la Loire est caractérisé par sessf@meplitudes de niveau d’eau mais
aussi par d'importantes variations saisonnieresedecaractéristiques physico-chimiques. Si
celles-ci varient graduellement entre 'amont atvé#l, les affluents présentent des variations
plus ou moins grandes selon leur situation géogmaphet leur niveau d’ordre. Ainsi, la
température (Fig. 6) et la concentration en oxygd#issout (Fig. 7) montrent une variation
synchrone entre les cours d’eau au cours de 'atrméme si d’autres parametres comme le
pH ne présentent pas ce patron de variation terhff€ige 7). Ces variations saisonniéres sont
connues pour affecter profondément la distributies especes ligériennes (hatlal, 1997;
Picardet al, 2005; Lasne, Lek & Lafaille, 2007).

De part sa taille, sa topologie (fleuve d'ordre ggs régimes de perturbations, ses
variations physico-chimiques et biotiques (disttibbn des especes et productivité), ses
anastomoses et ses paysages rivulaires variéazotgaines et vallées encaissées), la Loire
représente une aire d’étude favorable a I'analysdidfluence de la structure des réseaux

hydrographiques sur la dispersion et le flux géaiqu
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Fig. 6. Variation annuelle de la température de I'au sur le bassin moyen de la Loire (Source : Réseda
Bassins de Données sur I'eau Loire-Bretagne, RBDEYaleur moyenne mensuelle (+ écart type) calculée

pour 16 des 22 riviéres échantillonnées.
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Fig. 7. Variation annuelle de I'oxygéne dissout (ehaut) et du pH (en bas) sur la Loire et 4 de se$fluents
(Source : Réseau de Bassins de Données sur I'eaureeBretagne, RBDE). Les deux stations sur la Loire

sont distantes de 40 km (distance Euclidienne).
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Les insectes aquatigues comme modele biologiquee tas duCalopteryx

splendens

Pourguoi des insectes aquatiques ?

Les insectes aquatiques sont de bons modeles poudex notre problématique, a savoir
étudier I'effet de la géométrie et des gradientdagiques du réseau hydrographique sur les
caractéristiques et la structure génétigue des latipos. Les insectes présentent
généralement des populations abondantes et ilsurtemps de génération court. En se
reproduisant rapidement et en ayant de nombreugeddants, ils possedent une capacité
importante de colonisation des milieux, si les ¢ooils environnementales sont favorables.
Ces caractéristiques favorisent également l'adaptagénétigue face a de nouvelles
contraintes externes (Ananthakrishnenal, 2005). lls possédent aussi un cycle de vie
complexe comportant plusieurs mues a l'état laevar une métamorphose entre le stade
larvaire et le stade adulte. Ce cycle de vie reesl ihsectes sensibles aux variations
environnementales, et plus particulierement auscdurdéveloppement des larves (Hentschel,
1999). De plus, les insectes sont des ectothergiest-a-dire que leur activité et leur
développement dépendent de la température du n{fitkinson, 1994). Ainsi, les insectes
montrent des phénotypes variables (différences hodogiques) en fonction des conditions
du milieu (plasticité phénotypique) (Ananthakrishnet al, 2005). Par conséquent, les
insectes aquatiques par I'intermédiaire de leuntygre et de leur phénotype nous renseignent
sur I'effet des variations environnementales ssipiepulations.

De nombreux ordres d’insectes comme les Odona&®g richopteres, les Diptéres, les
Ephémeéroptéres et les Plécoptéres ont des reperésedbnt le stade larvaire est aquatique et
le stade adulte aérien (Fig. 8). lls peuvent dooatrer deux types de déplacements, le long
des cours d’eau et entre les cours d'eau (par i teorestre). Les déplacements le long du
cours d’eau sont réalisés lors de la dérive dessasuivant le courant et lors de la quéte
alimentaire ou la recherche d’un site de reproduathez les adultes (Mackay, 1992; Jackson
et al, 1999; Koppet al, 2001; Caudill, 2003). Les mouvements entre laga’eau ne
concernent que les phases adultes (®ba@¢, 1993; Peterseet al, 2004). Méme si ces deux
types de dispersion ont été mis en évidence, t'efés déplacements entre les branches du

réseau sur la structure génétique des populateste & déterminer.
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Fig. 8. Plécoptére (a gauche) et Ephéméroptére (&oite) a I'état adulte (en haut) et a I'état larvare (en
bas).

Le Caloptéryx éclatant

L’ordre des Odonates se subdivise en deux sousrdes Anisopteres ou libellules
vraies et les Zygoptéeres ou demoiselles. Le Caltgptéclatant, Calopteryx splendens
(Harris, 1782) est un Zygoptere appartenant a haillla des Caloptérygidés. L'aire de
répartition de cette espece comprend I'Europe ectale, ou elle est commune a basse et
moyenne altitude, la Sibérie centro-méridionalleetud de la Mongolie (Graret al, 2006).
En France, elle est présente sous forme de popusatbcalisées mais reste une espece
commune (Aguilar & Dommanget, 1998). On la retrougelong des eaux courantes et
ensoleillées de basse et moyenne altitude (jusi@® m), des grands fleuves aux petits
cours d’eau (Granet al, 2006). L'espece se développe préferentiellemans des milieux
lentiques (Aguilar & Dommanget, 1998). Il existe dimorphisme sexuel lié a la couleur
chez ces demoiselles, les méles ont un corps bétallque et leurs ailes portent une tache
noire (Fig. 9) et les femelles ont un corps vertattigue avec des ailes généralement hyalines

(Fig. 9). De plus, les femelles sont plus grandeked males.
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Sous nos latitudes le Caloptéryx éclatant est spea® univoltine, c’est a dire qu’elle
produit une seule génération par an (Aguilar & Danget, 1998). Les pontes d&
splendensont endophytiques, les oeufs sont déposés dafeuiies ou les tiges des plantes
aquatiques (Corbet, 1999). Une femelle peut ponde centaine d’ceufs voire jusqu’a un
millier dans des conditions optimales (Corbet, 1996rdero & Andrés, 2002; Tsubaki, Kato
& Shintani, 2006). Les ceufs éclosent 6 & 9 semaapres la ponte. Au terme de sa
croissance, aprés 12 stades larvaires successityve quitte le milieu aquatique, grimpant
sur une plante ou tout autre support aérien, et snb derniére mue ou mue imaginale qui la
métamorphosera en adulte (ou imago) ailé immatgeifar & Dommanget, 1998). L'imago
va subir une période de maturation sexuelle deggesljours. Pendant la maturation sexuelle
la masse corporelle des individus augmente etilles durcissent. On retrouve ces immatures
a I'écart du cours d'eau, dans les prairies, Is®ries de bois et les clairieres des foréts
attenants (Kirkton & Schultz, 2001). Lorsque la anation sexuelle est achevée, les adultes
retournent vers le milieu aquatique et les malesmpent possession d’un territoire. La durée
de vie des adultes varie de 5 a 6 semaines (Agetilal, 1998).

Le comportement territorial est surtout lié a lprogluction car le territoire est avant
tout un site potentiel doviposition (Kirkton & Sahz, 2001). Pendant la période de
reproduction les méles ne migrent pas, ils défentim territoire des intrusions de leurs
congénéeres males (Beukema, 2002b). Cependant, aavais temps et durant la nuit, les
individus s’abritent dans la ripisylve environnaf®guilar & Dommanget, 1998).

L

Fig. 9. « Cceur copulatoire » formé par le male (cgs bleu métallique et tache noire sur les ailes) &t

femelle (corps vert métallique et ailes hyalines}alopteryx splendens (a droite) et larve deCalopteryx
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Le caloptéryx éclatant est un excellent modéle p@pondre aux questions de la
thése. C’est un animal inféodé aux cours d’eau,ncom dont l'identification et la capture
sont relativement aisées, ce qui facilite le triagiai capture-marquage-recapture abordé dans
le Chapitre Ill. Une distribution discontinue despplations et des capacités de dispersion
limitées, sur moins de 100 m pour la plupart desvidus(Stettmer, 1996), en font également
un modele intéressant dans le cadre de I'analyda di&ucture génétique (Chapitre 1V). En
outre, en dépit de l'absence de marqueurs micrttesgepour cette espéce, une étude
précédente a démontré l'efficacité des marqueur&PABans l'analyse de la structure

génétique des populations de cette espece (Sveesahr2004).

Distribution spatiale des adultes le long des coueau chezC. splendens

La distribution des odonates est souvent discoatien « taches », le long des cours
d’eau de part I'isolement des pontes (Stettmer61@rbet, 1999; Biltoret al, 2001). De
plus, les demoiselles se déplacent sur de coudeendes, genéralement sur moins de 100 m
pour C. splendengStettmer, 1996; Ward & Mill, 2007). Cette struetispatiale associée a
une dispersion limitée pourrait favoriser des eotions locales. Les adultes aériens sont
toutefois capables de coloniser assez rapidemesttathes d’habitat vides avoisinantes
(Kovatset al, 1996; Milleret al, 2002; Pursest al, 2003; Macneale, Peckarsky & Likens,
2004). On considere donc généralement que les giqmd de zygopteres présentent une

dynamique de type métapopulationnel (Stettmer, 1B8Bonaket al, 2003).

Les adultes matures ont tendance a rester fidelesr&ite de ponte (Kirktoet al,
2001). Les caractéristiques de I'habitat peuvem¢ijain réle sur cette fidélité. Par exemple, si
les conditions environnementales changent, lesvichaé vont se déplacer et chercher des
sites plus propices a leur reproduction (Peckarskyjor & Caudill, 2000). La sélection de
I'habitat est un processus par lequel I'animal Mastaller a un endroit ou il pourra vivre et
effectuer I'ensemble de son cycle biologique. Csttection dépend de la taille et de la
mobilité des especes ainsi que de la structuratpaiale de I'environnement (Ward & Mill,
2005). En effet, certains éléments du paysage pewoastituer des freins, voire des barrieres

a la dispersion des especes. Les macrophytes tieflssrpour la ponte des ceufs, jouent un
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réle important dans la détermination de la strictig I'habitat des odonates (Corbet, 1999).
Cependant, chaque espece d’'odonate a ses propgesas ecologiques. D’aprés Stettmer
(1996), les variables favorisant l'installation caloptéryx sont (i) la hauteur de la végétation
sur la berge (40 a 60 centimétres de végétatiofi)) ein écoulement régulier du cours d’eau,
tandis que la présence d’arbres influence négatweisa présence (Waed al, 2005). Chez

une autre espéce de demoisdllegnagrion mercurialela densité d’'individus est associée au
pourcentage de recouvrement des dicotyléedones émtesy monocotylédones et les
dicotylédones hélophytes de la berge (Rouquette hmipson, 2005). Les racines des
dicotylédones émergentes semblent étre I'habitgtrddilection pour le développement des

larves (Rouquettet al, 2005).

Une étude a été menée sur une section longue durs c’eau afin de (i) établir le
mode de distribution des sites de reproductionietester I'effet de variables de I'habitat
aquatique et terrestre sur la présenc€ deplendendl était important de déterminer le mode
de distribution de I'espéce afin de mieux comprendr fonctionnement des populations et

par la suite aider a interpréter les résultatsateyses génétiques.

Méthodes

L’étude s’est déroulée de mi Mai a mi Juin 200&te période correspondant au
début de la période d’émergence des additesplendens_es comptages de libellules ont été
réalisés lorsque les températures étaient supéseul0°C et lorsqu’il ne pleuvait pas. Ces
conditions météorologiques correspondraient auxlitions optimales permettant d’observer
I'espéce. En effet, la température et la pluieuieficent le taux d’émergence ainsi que le taux
de survie des larves et des adultes, et I'actlétéol des adultes (Stettmer, 1996; Beukema,
2002b; Angelibert & Giani, 2003).

La zone d’étude est située sur le Loir, un afftdanla Loire. Une section de 30 km
a été delimitée sur la rive gauche du Loir entrelBry, en aval (0°31'31,3"W 47°33'22,3"N)
et Durtal, en amont (0°20'52,3"W 47°37'28,4"Ngslberges du Loir présentent un paysage
hétérogéne constitué d’'une alternance de prainmsides, de peupleraies, de cultures, de
boisements, de haies, de bétis et de cours d’eauédbantillonnage systématique a été

effectué sur la zone d’étude. Nous avons positighhédemi-cercles de 300 m de rayon non
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chevauchants sur la rive gauche de la riviere (Fj. Un rayon de 300 m correspond a la
moyenne de la distance de dispersion du calop{&tgttmer, 1996). La localisation des sites
et le calcul du pourcentage de recouvrement deuehfygpe d’habitat (prairies humides, de

peupleraies, de cultures, de boisements, de hdgdsatis et de cours d’eau) ont été effectués
a partir de photos aériennes (Maine et Loire, 1&003).

Sur 30 km
_
riviére

300 m Rive gauche

Fig. 10. Schéma du plan d’échantillonnage

Sur le terrain, une caractérisation de la végétgtr@sente sur la berge a été realisée a partir
de la méthode des quadrats par points (Hender868) 2afin de calculer les pourcentages de
recouvrement. Un transect de 100 m de long a éé&te€é parallelement au cours d'eau a
partir du centre du demi-cercle de 300 m de raygur. ce transect, tous les 10 métres,
perpendiculairement au cours d’eau, sur une distalec5 m, il est noté tous les 50 cm, le
type de plante (une dicotylédone ou une monocatyléjlet sa hauteur (O a1l m,1 a2 m et
plus de 2 m) (Fig. 11). Le pourcentage de recouergrdes macrophytes (phalaris, massettes,
nénuphars, élodée ou potamot) présentes sur 108 ¢oults d’eau a été calculé pour chaque

site.

1 O O O

+—>
10 m

<
<

100 m

v

Riviere

Fig. 11. Méthode d’échantillonnage de la végétatigprésente sur la berge a partir de la méthode des

guadrats par points.
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Sur chaque site, la densité de caloptéryx a dtéléa. La densité correspondait au
nombre d’individus observés sur le transect de m0€alisé pour la caractérisation de la

végetation. Les observations ont été menées ebiretl17h.

Afin de déterminer les variables de l'habitat (gmye et végétation au sol)
susceptibles d’influencer la densité de caloptédgs Modeles Linéaires Généralisés (GLM)
ont été realisés. Ces analyses ont été effectudmsla logiciel SAS (SAS, 1999). Deux
modeles ont été construits. Le premier modéle anigede tester I'effet des variables
paysageres sur la densité. Le second modele a peatenitester I'effet de la végétation
ripariale sur la densité. Afin de déterminer le gledninimal, une sélection descendante a été

réalisée a partir des modeéles complets.

Enfin, il a été vérifié s'il existait une relaticentre la localisation des sites et la

densité de caloptéryx observés.

Résultats

Les variables paysagéres dominantes sur les 30ekoouts d’eau étaient les prairies
humides (50 % * 25 % ; moyenne + écart type), gpferaies (25 % + 25 %) et les bois (20
% + 20 %), mais I'occupation du sol variait énorneéind’un site a l'autre. Parallelement,
concernant la veégétation de la berge, la stratdacée de moins d'un meétre était
majoritairement représentée (60 % * 25 %) et Ibeearcouvraient 20 % (£ 20 %) de la berge

sur les 30 km.

Aucune variable de I'habitat n’a eu d'effet surdiensitéde C. splendenshi pour les
variables du paysage (X2 < 1,97 ; ddl = 1 ; p> 0)16i pour les variables de la végétation sur
la berge (X2< 1,78 ; ddl =1; p > 0,128). Cepernidane corrélation négative significative a
été observée entre la position géographique desaiita densité des individus (coefficient de
corrélation des rangs de Spearman, R = -0,363 ;000%4), plus on s’éloigne de l'aval et
moins on observe d’individus. En effet, la disttibn des individus sur les 30 km de cours
d’eau est discontinue (Fig. 12 et 13). Les indigidont plus concentrés en aval alors qu’'en

amont les sites présentant des individus sontgliugnés les uns des autres (Fig. 12).
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Durtal

Densité de Caloptery= splendens
« 3-7
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Fig. 12. Distribution de C. splendens sur la rive gauche du Loir.
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Fig. 13. Densité deC. splendens sur 30 km de cours d’eau.
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L’oscillation de la densité de caloptéryx entremiant et I'aval représente la distribution en

taches des individus sur le cours d’eau (Fig. 13).

Discussion

C’est la premiére fois, a notre connaissance, gqui&mde de l'influence de I'habitat sur une
espéece de zygoptére est menée a si grande é@@khken(de cours d’eau). Contrairement aux
études précedentes (Stettmer, 1996; Watrél, 2005), réalisées sur moins de 2 km, les
modeles linéaires généralisés n’'ont pas réevélded’significatif des variables du paysage ni
de la structure de la végétation. En effet, lesalseties étaient présentes aussi bien dans les
prairies que dans les peupleraies. Cependant, audit@tiule n’a été observée dans les zones
fortement boisées, difficiles d’acces en amont.té&e boisements pourraient donc constituer

des barrieres a la dispersion. Cette hypothéserisrait a étre testée.

Ces premiers résultats indiqueraient que les Jasalbl’habitat sélectionnées ne
seraient pas des facteurs déterminants de la peesknl’espece. Les facteurs influencant la
présence des caloptéryx sont probablement assadifabitat aquatique. La répartition de
I'espece le long des cours d’eau refleterait las@née d’habitats aquatiques favorables au
développement des larves (Jonsen & Taylor, 2008pe@dant ces variables n’ont pas été

mesurées.

Quant a la distribution des individus sur le codisau, elle est discontinue, sous
forme de taches. Les sites présentant des indiddos plus proches en aval qu’en amont.
Cette répartition pourrait s’expliquer par la gnégades individus qui seraient attirés par les
sites contenant déja une forte densité de leurg&rmres (Rouquettd al, 2005). Rouquette
& Thompson (2005) ont montré une relation négatsignificative, chezCoenagrion
mercuriale entre la probabilité de disperser et la distaantee les sites, ce qui renforcerait
I'isolement des individus en amont. De maniéreresiaiutres, a vérifier I'existence d’'une
relation négative entre densité et dispersion, éinde de capture-marquage-recapture a éte
menée (Chapitre Ill). De plus, la présence de nembrindividus en aval par rapport a
I'amont pourrait appuyer I'existence d’une dispenspassive des larves sur le cours d’eau via

le courant (Anholt, 1995; Beukema, 2002a). Cesrindgions relatives a la distribution des
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taches sur les cours d’eau permettent de mieuxébhppder les résultats des analyses des

patrons de dispersion (Chapitre 1) et de génétides populations (Chapitre 1V).
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CHAPITRE Il

Variations morphologiques chezZCalopteryx splendens et gradients

écologiques sur le bassin de la Loire

Cette étude teste I'effet de variables environndaies et de la structure hiérarchique
du réseau hydrographique (distances géographiquesveau d’ordre) sur les variations
morphologiques deCalopteryx splendensll a été étudié l'effet des facteurs aquatiques
(température de I'eau, pH, concentration en niteatearactéristiques du substrat) et terrestres
(caractéristiques de la berge) pouvant influeneaté@veloppement larvaire et a terme la taille
des adultes a I'émergence. Environ 30 individus ém® mesurés (taille de laile, de
I'abdomen, du thorax et du fémur) a chaque niveatadification du bassin hydrographique,
constituant un total de 33 sites, 7 sous-bassir@9@tindividus. Ce travail conclue sur les
conséquences des variations graduelles des corggiovironnementales d’'un bassin versant

sur la variation de traits phénotypiques liés aapacités de dispersion des individus.

Ce chapitre a fait I'objet d’'une publication daagdurnal « Freshwater Biology ».
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SUMMARY

1. In complex landscapes such as river networks, organisms usually face spatio-temporal
heterogeneity and gradients in geomorphological, water, ecological or landscape charac-
teristics are often observed at the catchment scale. These environmental variables
determine developmental conditions for larval stages of freshwater insects and influence
adult phenotypic characteristics. Environmental clines are therefore expected to generate
morphological clines. Such a process has the potential to drive gradual geographical
change in morphology-dependent life history traits, such as dispersal.

2. We studied the influence of aquatic and terrestrial environmental factors on
morphological variations in Calopteryx splendens across the Loire drainage. To investigate
these effects we took explicitly into account the hierarchical structure of the river network.
3. We analysed eight morphological traits. Results showed significant body size variation
between tributaries and the presence of a morphological cline at the drainage scale. We
observed an effect of pH and water temperature on body size. Individuals in downstream
sites were larger than individuals in upstream sites, and adults whose larval stages were
exposed to alkaline pH and high temperatures during summer were larger.

4. Body size affects flight abilities in insects. Thus, our results suggest that morphological
clines may generate an asymmetric dispersal pattern along the downstream-upstream
axis, downstream populations dispersing farther than upstream ones. Such a process is
expected to influence population genetic structure at the drainage scale if larval drift and
floods do not balance an asymmetrical dispersal pattern of adults along the downstream—
upstream gradient. To assess the influence of environmental gradients on the variation of
life history traits it is important to understand the population biology of freshwater insects,

and more generally of riverine organisms. It is also essential to integrate such data in
conservation or restoration programmes.

Keywords: abiotic factors, Calopteryx splendens, environmental gradients, odonates, river network

Introduction

Environmental heterogeneity or ecological gradients
can generate phenotypic variations in many organ-
isms (Smith et al., 1997, Smith, Schneider & Holder,
2001; West-Eberhard, 2003). Factors affecting metabo-
lism are crucial because they strongly influence key
aspects of the life cycle like development or repro-

Correspondence: Audrey Chaput-Bardy, Laboratoire Paysages
et Biodiversité, UFR Sciences, 2 Bd Lavoisier, 49045 Angers
cedex 01, France. E-mail: audrey.chaput-bardy@univ-angers.fr;
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duction (Anholt, Marden & Jenkins, 1991; Atkinson,
1994; Angilletta et al., 2003). As a consequence, spatial
variation of environmental conditions can induce
differentiation of life history traits between popula-
tions (dispersal, survival rate, reproductive success).
In order to predict population processes from land-
scape to regional levels, it is therefore necessary
to identify gradients or discrete large-scale variations
of the environment and to quantify phenotypic
responses to heterogeneity.

Large rivers often undergo disturbances associated
with flooding or drought, but they are also character-
ized by other sources of spatio-temporal heterogeneity
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1678 A. Chaput-Bardy et al.

(Ward, 1998; Gomi, Sidle & Richardson, 2002; Tockner
et al., 2002, Ward et al., 2002; Wiens, 2002). A river
exhibits variation in geomorphological features, land-
scape structure and seasonal variation (water level,
current flow regime, chemical characteristics). On the
one hand, a river network is a dynamic element
included in a larger system, with riparian zones
commonly forming a mosaic of habitats related to
flood regime, vegetation, or soil hydromorphology
and composition whose variation induces species-
specific responses among aquatic organisms (Ward
et al., 2002). On the other hand, the geomorphology of
a river network produces longitudinal gradients in
substrate, soil moisture or water characteristics (Ward,
1998). Lower reaches are characterized by homogen-
eous substrate, high turbidity and oxygen deficits. In
the middle reaches, by contrast, light and nutrient
levels are higher, water is clearer, substrate is often
patchy and thermal variance is maximal (Ward, 1998).

Spatial heterogeneity in aquatic and terrestrial hab-
itats between upstream and downstream reaches
influences both species distribution and community
composition (Hawkins et al., 1997; Ward & Tockner,
2001; Benda et al., 2004; Lowe, Likens & Power, 2006).
Variations in physicochemical and biological (i.e. food
availability) water characteristics and the surrounding
terrestrial landscape features affect stream insect
populations (Hawkins ef al., 1997; Malmqvist, 2002).
Oxygen, nitrate and ammonium concentrations, pH,
conductivity and
strongly influence the distribution of taxa in a river
(Franken, Storey & Williams, 2001; Usseglio-Polatera
& Beisel, 2002). The aquatic environment, and espe-
cially water temperature, is well known to affect larval
development and therefore size of emerging adults of
freshwater insects whose adult stage is terrestrial
(Atkinson, 1994; Angilletta et al., 2003). As a conse-
quence, any longitudinal gradient of a variable influ-
encing development may differentially affect the
characteristics of populations distributed along the
river network. On land, the width and composition of
riparian vegetation can influence movements of fresh-
water insects into the riparian zone (Wiens, 2002).
Hence, many authors have described a positive corre-
lation between habitat heterogeneity and morphologi-
cal traits related to flight (Roff, 1990; Wagner &
Liebherr, 1992; Roff, 1994a; Taylor & Merriam, 1995).
Variation in such traits is expected to change popula-
tion dispersal characteristics. Among species living in

summer hydraulic conditions

river network landscapes, freshwater insects are of
particular interest because they exploit riverine and
riparian landscapes, exposing them to variations in
both environments. Insects undergo dramatic changes
(metamorphosis) during their life cycle and are prone
to population divergence via phenotypic plasticity
(West-Eberhard, 2003; Ananthakrishnan & Whitman,
2005). Thus, spatial variation in aquatic and terrestrial
environments is likely to generate population pheno-
typic variation in species exploiting river networks.

Biotic factors such as interspecific interactions and
resource availability can influence population char-
acteristics too. Low food levels or predator avoidance
often induce a smaller size at metamorphosis (Anholt,
1991; Ball & Baker, 1996). Intraspecific interference
affects survival and growth rates at high population
densities (Gribbin & Thompson, 1990), as well as
larval distribution. Similarly, competition between
early-instar stonefly larvae increases body size var-
iance even if this effect is attenuated before emergence
(Peckarsky & Cowan, 1991).

The larval development of odonates is aquatic and
their adult stage is terrestrial. However, the conditions
of larval development influence age and size at
maturity. Many biotic and abiotic factors affect larval
development. Among biotic factors, high larval
density (Corbet, 1999), food availability (Anholt,
1991; Mikolajewski et al., 2005) and predator presence
(Werner & Anholt, 1993; Mikolajewski et al., 2005)
increase development time and decrease size at
emergence. Growth and distribution of stream insects
are also very sensitive to abiotic factors (Hawkins
et al., 1997; Corbet, 1999). For instance, water tem-
perature strongly influences emergence date and can
influence body size of adults. The genus Calopteryx
(Odonata: Zygoptera) is particularly interesting be-
cause morphology reflects population response to
environmental factors (Taylor & Merriam, 1995;
Svensson et al., 2004). For instance, Taylor & Merriam
(1995) compared flight abilities of Calopteryx maculata
between forest and pasture and showed that wing
morphology was related to landscape structure.

Investigating how the environment acts on pheno-
typic traits at the catchment scale is fundamental to
predict population processes such as dispersal or
adaptation. To our knowledge, no study has explored
the influence of ecological gradients and river
network structure on morphological variation and
few data on population variation across an entire
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catchment area are available for semi-aquatic species
(Hugues et al., 1999; McGlashan, Hugues & Bunn,
2001; Bohonak & Jenkins, 2003; Svensson et al., 2004).
In this context, we investigated the pattern of mor-
phological variation in the banded damselfly, Calop-
teryx splendens (Harris, 1782), across a large dendritic
drainage to investigate the effect of clinal environ-
mental factors on adult phenotypic variation. We
focused on adults because individuals have accumu-
lated environmental effects at this stage. We applied a
dichotomous sampling strategy, reflecting the hierar-
chical drainage structure, and developed a statistical
analysis reflecting the nested structure of river net-
works, focusing on abiotic factors suspected or known
to influence adult morphology.

Methods
Study species and sites

The banded damselfly is common along streams in
France. In western Europe, its larvae spend 1 year in
the stream (Askew, 2004). Adults, which emerge from
May to September, have a lifespan of 3—6 weeks. The

Morphological clines in dendritic landscapes 1679

maturation stage lasts 2-3 days. Males (which have
dark wing spots) and female damselflies differ in size
and weight in their larval and adult life stages,
females being larger than males (Corbet, 1999).

The study was carried out in western France
along the River Loire (Fig. 1). In order to investigate
the effect of dendritic landscape structure on pop-
ulation morphological variation, we captured adult
C. splendens at thirty-three sites distributed on the
main channel and in seven tributaries in the lower
part of the Loire drainage. We chose sites based on
stream width and stream order, only including
streams wider than 15 m from a hydrographical
database (BD CARTHAGE ®© IGN-MATE 2005).
Our study area encompassed four stream orders,
seven sub-catchments and 22 streams in the lowland
section of the river. We observed the presence of
mating and laying behaviour, exuvia and tenerals at
each site.

Adult morphometry

Using insect nets, we captured 998 individuals
(about 30 individuals from each site), 662 males

N
S
A
-
N
Y ¢ |)
3
{ P
{ .
By
20_ 0 20 40 60 80 100 km

Fig. 1 Location of the 33 sites on the seven tributaries and on the main channel (black triangles) of the Loire drainage in western
France (BD CARTHAGE ®© IGN-MATE 2005). A different symbol is used for each tributary.
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and 336 females, from 26 May to 30 June 2005. We
only collected mature damselflies because thoracic
mass is fixed at this stage, whereas it increases
during the maturation stage after emergence (Anholt
et al., 1991). Adults were caught on the riverbank
because mating and oviposition take place exclu-
sively on or close to the water surface (Corbet, 1999).
We used a digital calliper (precision: 0.01 mm) to
measure eight morphological characteristics, associ-
ated with flight ability, on the left side of each
individual: forewing length (from the base to the tip
of the wing), forewing width (measured along a
perpendicular line from the nodus), maximal fore-
wing width (longest perpendicular line), thorax
length, thorax width and thorax mass, abdomen
length and femur length of the hind-leg. Thoraces
were stripped of wings, heads and all appendages,
dried for 72 h at 50 °C and weighed (Taylor &
Merriam, 1995).

Characteristics of the bankside

To investigate the influence of riparian habitat
heterogeneity on morphology, we carried out 100-m
transect surveys at each sampled site. We recorded
the percentage cover of vegetation using the point
quadrat method (Henderson, 2003). We placed a
transect every 10 m along a 100-m section parallel to
the stream. All transects were 5-m long and perpen-
dicular to the stream. On each of them, we recorded at
50 cm intervals vegetation height (0-1, 1-2 or >2 m)
and vegetation type (monocotyledonous or dicotyled-
onous). These variables were selected because of their
known impact on density and distribution of species
like the banded damselfly (Ward & Mill, 2005) or the
southern damselfly, Coenagrion mercuriale (Rouquette
& Thompson, 2005). We used the number of height
strata and the percentage cover of each vegetal
stratum to calculate the Shannon-Wiener diversity
index, providing a measurement of riparian habitat
heterogeneity at each site. In the case of C. maculata,
individuals in pasture are larger, have heavier thor-
aces, and longer and wider wings than individuals in
forest (Taylor & Merriam, 1995); thus, we noted tree
coverage according to a two-level classification (<10%
or >10%). We also scored bank slope according to a
four-level classification (1: 0-25°, 2: 25-50°, 3: 50-75°
and 4: >75°) every 10 m along a 100-m section parallel
to the stream.

Characteristics of the watercourse

We recorded three physical or geographical variables
at each capture site: dominant substratum (silt or
sand), stream order (four classes from 1 to 4) and
distance from the sea along the network pathway. We
also recorded physical and chemical variables (pH,
temperature and nitrate concentration of the water)
reflecting the environmental conditions of larval
development (from May 2004 to May 2005) experi-
enced by the adults we sampled. Using monthly mean
recordings from the database of the National Network
of Water Data (RBDE Loire-Bretagne), we could
extract data for 16 streams and 20 water sampling
stations located on, or next to (mean +SD =
7.29 km + 1.48) our sampling sites. We focused our
analyses on the periods of the year when environ-
mental conditions are most influential for larval
development (i.e. summer and winter). On the River
Loire, the water level is usually high and temperature
at its lowest during winter. In summer, the water level
is low and temperature is high. The maximal (sum-
mer) and minimal (winter) monthly water tempera-
tures, recorded during the year before adult sampling
in 2005, respectively included June-August 2004
(hereafter referred to as summer) and December—
February 2004 (hereafter referred to as winter) periods
(Fig. 2). Summer and winter nitrate concentrations
[NO;5] and summer and winter pH were also ana-
lysed. PH, which provides information about chem-
ical stream conditions, as it may be correlated with
salinity or conductivity (Cannings & Cannings, 1987,
in Corbet, 1999), also may influence larval develop-
ment and survival (Corbet, 1999). In contrast, nitrate
concentration is related to trophic conditions and
anthropogenic pressure on rivers.

Statistical methods

To investigate the effect of terrestrial and aquatic
habitats on morphological variation, we first carried
out a normalized Principal Component Analysis
(PCA) with the eight morphological variables. We
used PC1 and PC2 as new morphological variables
(both having eigenvalues >1), to investigate the effect
of environmental factors on adult morphology. No
transformations of PC1 and PC2 were needed to meet
the assumptions of normality and homoscedasticity.
We used Linear Mixed-Effects Models (Laird & Ware,
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Larval stages: June 2004 to May 2005
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1982) with environmental factors and sex as indepen-
dent variables.

Because of the hierarchical structure of the dataset,
three nested effects were included in each model:
sampling site, nested in sampling date, overall nested
in tributary. These three factors were considered as
random effects. Sampling date was included in the
model because adult body size tends to decrease with
emergence date (Atkinson, 1994).

We categorized independent variables to improve
the estimation of the relationship between the
dependent (i.e. morphology) and the independent
variables (i.e. environmental factors). Using indepen-
dent variables as continuous variables requires esti-
mation of a single coefficient across the whole variable
range, but it assumes a linear relation between
independent and dependent variables. Instead, when
using categorical environmental variables, each class
is considered as an independent level. The Shannon-
Wiener index and all aquatic parameters were cate-

Table 1 Variables, number of classes, minimum and maximum
of fixed variables included in Linear Mixed Effect Models

Number

Fixed variable of classes Minimum Maximum
Shannon-Wiener 5 1.28 24

index
Summer temperature 5 17.95 °C 22.90 °C
Winter temperature 6 4.92 °C 743 °C
Summer pH 5 7.30 8.70
Winter pH 6 7.20 8.68
Summer [NOs] 5 127 mg L™ 56.33 mg L™}
Winter [NOs] 5 85mg L™ 4167 mgL™’

Jul Aug Sep Oct Nov Dec Jan Feb Mar Apr May
Months

gorized (Table 1). For each categorical variable, clas-
ses were defined according to constant sample size.
Regarding the large number of independent varia-
bles in relation to the 998 individuals and three nested
random effects (i.e. 33 sites, 17 dates and eight
tributaries including the main channel), we computed
three different models for each dependent variable
PC1 and PC2. Model 1, which included sex, distance
from the sea, habitat heterogeneity H' (Shannon-
Wiener index), tree coverage, bank slope, substrate
type and stream order, allowed us to test whether
watercourse structure, surrounding terrestrial habitat
and sex affect adult morphology. Two other models
were performed to test whether aquatic habitat,
distinguishing between summer and winter seasons,
affects the morphology of damselflies. Model 2 inclu-
ded summer temperature, summer pH and summer
nitrate concentration. Model 3 included winter tem-
perature, winter pH and winter nitrate concentration.
From each complete model, we performed a back-
ward selection, removing, at each step, the least
significant factor at the threshold o = 0.05. Statistical
analyses were computed using R software (the R
Foundation for Statistical Computing, 2005).

Results
Morphological variables: body size and body shape

The two principal axes of the normalized PCA, PC1
and PC2, respectively explained 39.5% and 18.8%
(total 58.3%) of the overall morphological variation.
Because all variable loadings were positive, PC1 can
be seen as a measure of overall body size. In contrast,
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Fig. 3 Bivariate plot of variable loadings on PC1 (body size) and
PC2 (body shape) from a normalized PCA based on 8 mor-
phological measurements taken from adult Calopteryx splendens.
FW, forewing width; FW2, maximal forewing width; FL,
forewing length; FEL, femur length; TL, thorax length; TM,
thorax mass; TW, thorax width; AL, abdomen length.

two sets of variables had opposite effects on PC2. The
loadings of thorax variables (Iength, width and mass)
were negative whereas the loadings of wing variables
were positive. Thus, PC2 can be considered as a
measure of general body shape (Fig. 3).

Effect of habitat on individual morphology

From Model 1, the minimal model retained both sex
and distance from the sea (see Table 2 for statistical
details). We found no significant effect of habitat
heterogeneity H' (LME model, F = 0.164, d.f. =4,
P = 0.931), substrate type (F = 0.0007, df. =1, P =
0.994), tree coverage (F = 0.602, d.f. =1, P = 0.467),
nor bank slope (F =1.148, d.f. =3, P =0.394), or
river order (F = 0.582, d.f. =3, P = 0.638) on PCI.
For PC2, the minimal model included sex only
(Table 2). According to the negative coefficient
derived for males (Table 2), females were signifi-
cantly larger than males. The negative coefficient of
distance from the sea indicates that downstream
individuals were significantly larger than upstream.
We detected no effect of habitat heterogeneity H’
(F = 0222, d.f. =4, P =0.899), bank slope (F = 1.328,
d.f. =3, P = 0.364), tree coverage (F = 0.339, d.f. =
1, P = 0.577), stream order (F = 1.634, d.f. =3, P =
0.249), substrate (F = 1.224, d.f. =1, P = 0.290), or
distance from the sea (F =2.957, d.f. =1, P = 0.106)

on PC2. The model taking into account the hierar-
chical structure of the dataset (i.e. three nested
random effects: sampling site, nested in sampling
date, overall nested in tributary) shows for each sex
the relationship between body size (PC1) and dis-
tance from the sea for individual (Fig. 4a), site
(Fig. 4b) and tributary (Fig. 4c) levels. Figure 4c
represents mean body size (PC1) for the seven
tributaries and the main channel of the Loire drain-
age. Body size declined with distance from the sea,
following the longitudinal downstream-upstream
succession of tributaries (Fig. 4c,d). Mean body size
of individuals sampled in the main channel (.e.
letter A, Fig. 4c,d) occupied a central position prob-
ably because of its connection with the seven
tributaries.

Body shape (PC2) was affected by the sex of
individuals only (Table 2). According to the positive
(coefficient + SE =
0,142 + 0.058), body shape values were larger for

coefficient derived for males

males than for females.

Effect of water characteristics on morphology

The same statistical procedure was used to test for the
effect of water characteristics on the morphology of
individuals.

From Model 2, including summer water parame-
ters, the minimal model retained temperature and pH.
Adults were significantly larger (higher scores of PC1,
i.e. body size) when their larval stages were exposed
to high temperatures and pHs (Table 3). According to
the correlation matrix for the summer period
(Table 4), waters were significantly more alkaline at
sites closer to the sea. Analyses revealed no effect of
nitrate concentration (F = 0.094, d.f. =1, P = 0.775)
on PCI.

For PC2, the minimal model included temperature
only (Table 3). In contrast, we detected no effect of
nitrate concentration (F = 0.158, d.f. =1, P = 0.711)
or pH (F = 3.160, d.f. =1, P = 0.136) on PC2. Inter-
estingly, body shape seemed to be positively influ-
enced by summer water temperature.

For Model 3, including winter temperature, nitrate
and pH, we observed no significant effect on PC1 and
PC2 (F < 0.26, P > 0.63). Therefore, winter tempera-
ture, winter nitrate concentration and winter pH
during the larval stage, seem to have no effect on
adult morphology.
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Table 2 Effect of habitat, terrestrial and
aquatic variables, on body size (PC1) and Value SE numDF  denDF  F-value  P-value
body shape (PC2) PC1
(Intercept) 1.594 0.257 1 958 38.549 <0.0001
Sex male —-0.500 0.056 1 958 80.135 <0.0001
Distance from the sea  —-0.005 0.0009 1 15 25.871 0.0001
PC2
(Intercept) -0.146  0.127 1 958 1.324 0.250
Sex male 0.142  0.058 1 958 5.989 0.015

Here is presented the minimal model from the complete Model 1. We used a Linear
Mixed-Effects Model with three nested random effects and applied a backward selection
procedure (see Methods). Females were taken as reference.

NumDF, the numerator degrees of freedom and denDF, the denominator degrees of
freedom for the F-test.
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Fig. 4 Relationship between distance from the sea and body size (PC1) in adult male (#) and female () Calopteryx splendens. (a) Effect
on individual body size, the continuous line corresponds to females (PC1 = 2.094-0.005*Distance from the sea) and the dotted line to
males (PC1 = 1.093-0.005*Distance from the sea). Linear regressions were calculated from a Linear Mixed Effects Model including three
random nested effects (see Table 3 for statistical results), sampling sites in sampling dates in tributaries. (b) The mean body size for
each of 33 sites related to distance from the sea. (c) The mean body size for each seven tributaries and the main channel related to the
mean distance from the sea. (d) Schematic location of the seven tributaries, in dotted-line, and the main channel of the Loire drainage
in full-line (see Fig. 1 for details).

© 2007 The Authors, Journal compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, Freshwater Biology, 52, 1677-1688



1684 A. Chaput-Bardy et al.

Table 3 Effect of summer water charac-

Value SE numDF denDF F-value P-value teristics (pH, nitrate and temperature) on

PC1 body size (PC1) and body shape (PC2) in

(Intercept) -10347 1977 1 618 27.397 <0.0001  Calopteryx splendens

Temperature 0.222 0.038 1 5 33.944 0.002

pH 0.730 0.209 1 5 12.236 0.017
PC2

(Intercept) —4.350 1.569 1 618 7.683 0.006

Temperature 0.206 0.076 1 6 7.590 0.033

Here is presented the minimal model from the complete Model 2. We used a Linear
Mixed-Effects Model with three nested random effects and applied a backward selection

procedure (see Methods).

NumDF, the numerator degrees of freedom and denDF, the denominator degrees of

freedom for the F-test.

Table 4 Spearman order correlations for aquatic variables: pH,
temperature (T) and nitrate concentration (NO3) in summer (s)
and winter (w)

pHs pHw Ts Tw NOzs NOsw
pHs
pHw 0.52*
Ts -0.12 -0.33
Tw 0.07 0.52* -0.18
NOss -0.02 0.57* -037 022
NOsw 0.28 0.73* -0.26 0.48* 0.58*
Distance from -0.53* -0.01 -0.41 -0.03 043 -0.03
the sea
*P < 0.05.
Discussion

Environmental factors and body size variation

We analysed the geographical pattern of morpholo-
gical variation in C. splendens along the Loire drainage
and investigated the effect of several environmental
factors on adult body size and shape. The main
significant factors that influenced the size of individ-
uals were water temperature and pH during summer,
and geographical position (distance from the sea).
Because adult morphology is fixed after metamor-
phosis, larval conditions mainly affect the character-
of the
relationship between summer temperature and size

istics imago. We observed a positive
of imago at emergence. Similar results have been
reported for the stoneflies Taenionema pacificum and
Pteronarcella badia, (Perry, Perry & Stanford, 1987) and
Pteronarcys californica (Gregory, Beesley & Van Kirk,

2000). In both studies individuals collected in warmer

water were larger. Hemimetabolous aquatic insects,
such as odonates, might present an optimal thermal
regime at which adult body weight and fecundity are
maximized (Vannote & Sweeney, 1980). The maximal
water temperature recorded in our study was 22.9 °C,
close to the optimal temperature for growth in two
species of Coenagrion damselflies (Van Doorslaer &
Stocks, 2005). This result suggests that summer water
temperature plays a key role in larval development of
C. splendens too. Differences in temperature regime are
known to reveal growth plasticity in ectotherms
(Atkinson, 1994; Mousseau, 1997, Van Doorslaer &
Stocks, 2005). Higher thermal energy can enhance
metabolic rates by increasing enzyme activity and can
indirectly improve foraging activity (Van Doorslaer &
Stocks, 2005), leading to an increase in growth rate.
Temperature has been also shown to influence adult
wing morphology (Roff, 1994b; Sasaki, Nakasuji &
Fujisaki, 2002; Gibert et al., 2004).

Furthermore, we detected an effect of alkaline pH
during summer on size at emergence, with larval
growth rate presumably increasing with pH. High or
low pH values tend to limit the larval development of
some odonate species, including Anax junius (Punzo,
1988 in Corbet, 1999). However, the interpretation of
this result is not straightforward. Odonates usually
can survive across a wide range of pH values (Corbet,
1999). Those observed in our dataset on the Loire
drainage varied across a limited range, from 7.3 to 8.7.
Hence, the relationship between morphological vari-
ation and pH might be due to correlation with other
factors such as conductivity or the accumulation and
slow decomposition of organic matter (Corbet, 1999).
An increase in carbon dioxide concentration because
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of photosynthetic activity also tends to raise water pH.
Photosynthesis itself is driven by solar radiation,
nutrient level, temperature and algal biomass. There-
fore the effect of pH on body size could actually reflect
the relationship between pH and summer photosyn-
thetic activity, a possible indicator of trophic condi-
tions.

Terrestrial habitat can influence the flight mor-
phology of insects, as described in a butterfly species
occurring in highly fragmented landscapes (Hill,
Thomas & Lewis, 1999). Although this effect is better
documented among lepidopterans whose larval
development is terrestrial (Thomas, Hill & Lewis,
1998; Norberg & Leimar, 2002), morphological vari-
ation between different landscapes has also been
observed in species with aquatic larvae such as C.
maculata (Taylor & Merriam, 1995): these damselflies
were larger in pasture than in forest landscapes. In
contrast, we observed no significant effect of neigh-
bouring riparian habitat on morphology in C. splen-
dens. Morphological of banded
damselflies did not seem to respond to variations
in vegetation structure along the river banks. The
scale we considered in this study might not have
been large enough to capture relevant habitat vari-
ation. However, even if vegetation structure, recor-
ded at a fine-scale, varied between our sites,
landscape showed a moderate level of land use
heterogeneity all over the study area.

characteristics

Morphological clines and population structure across
catchments

To investigate the morphological variation pattern
across the Loire drainage we explicitly included the
hierarchical structure of the river network in our
analyses. We detected no effect of stream order.
However, results clearly supported an overall effect
of location in the network on body size. The size of
individuals decreased with the distance of the capture
site from the sea. On the other hand, body shape was
not affected by the geographical location of the
populations. Supporting these results, Loh & Bitner-
Mathé (2005) also found a greater influence of
environmental variation on wing size of drosophilid
flies than on wing shape.

According to Bergmann’'s rule, temperature is the
main factor responsible for geographical clines in
body size (Gibert ef al., 2004). Although this rule
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applied originally to endotherms, it has also been
investigated in ectotherms and insects (Hawkins &
Lawton, 1995; Karan et al., 1998; Arnett & Gotelli,
1999). Several species of Drosophila followed Berg-
mann’s rule, because their body size increased with
latitude (Karan et al., 1998). Typically, ectotherms are
supposed to grow more slowly at low temperatures
(Atkinson, 1994). By prolonging growth and delaying
maturation, insects can increase body size at emer-
gence (Atkinson, 1994). However, another study of
ectotherms reported the opposite pattern, and ques-
tioned the generality of the negative relationship
between insect body size and temperature (Mousseau,
1997). Our results for C. splendens are consistent with
this latter study as larger individuals were found in
the warmer parts of the catchment. Aquatic insects
have a thermal optimum that balances growth with
respiration losses (Sweeney & Vannote, 1978).The
thermal regime on the west side of the drainage may
be closer to the optimum for C. splendens than on the
east side. However, according to an experimental
study of Schiitte & Schrimpf (2002), C. splendens had
similar respiration rates at 12, 18 and 24 °C. This
suggests that temperature on its own cannot explain
the longitudinal morphological variation of individu-
als on the Loire river.

The morphological cline in the banded damselfly
could therefore reflect a plastic response to the
gradual variation of abiotic factors along the river
network. Environmental factors can strongly affect
the ecology and behaviour of odonates (Wright, 1943
in Corbet, 1999), but the precise action of separate
factors is difficult to characterize because they
interact with one another and have long-term as
well as short-term effects (Corbet, 1999). For instance
waters with low pH are generally fishless, and
temperature, by controlling metabolism, affects al-
most every activity, including foraging. Interest-
ingly, these two variables were not correlated in
our study.

Biotic factors such as predation and food availab-
ility can affect body size too. Predation risk can induce
morphological phenotypic plasticity. For instance,
smaller larvae were less susceptible to fish predation
than larger larvae in Ischnura verticalis (Dixon & Baker,
1988). The scale of our study did not allow us to take
into account these factors and their distribution on the
drainage, but further study of their influence on
C. splendens are needed.
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Expected consequences of morphological variation on
dispersal

A river network constitutes a system of spatially
separated, repeated units that are seldom directly
connected; thus, the network represents a decision tree
for dispersers (Power & Dietrich, 2002). The connec-
tivity pattern of the network can influence dispersal
(Fagan, 2002) in such a way that within-stream
population genetic diversity is expected to decline
upstream and among-stream diversity to increase
(Hernandez-Martich & Smith, 1997). We included in
our analyses several morphological traits associated
with flight (wing and thorax variables). Flight mor-
phology and flight performance are associated, so that
morphology provides a useful indicator of dispersal
ability (Berwaerts, Van Dyck & Aerts, 2002). Assuming
that large individuals, in terms of wings, thorax and
abdomen, disperse farther than small individuals, our
data suggest that the body size cline along the
drainage could create a parallel gradient in population
dispersal capacity and generate an asymmetric gene
flow. This would tend to reduce genetic differentiation
between streams if downstream populations send
migrants farther than their upstream counterparts,
and if larval drift and floods do not compensate for
adult dispersal. Indeed, odonates can be vulnerable to
larval drift (Anholt, 1995; Beukema, 2002). This hypo-
thesis will be tested in a further work.

Predicting the population consequences of environ-
mental variation at the drainage scale is essential to
improve our understanding of river ecosystems and
the efficiency of protection and restoration policies
(Ward et al., 2002). Adult characteristics in insects are
strongly influenced by larval conditions, especially
developmental temperature. To determine how envi-
ronmental factors influence variation in phenotypic
traits associated with life history traits in insects is
necessary to predict population processes in river
ecology. In this regard, our study suggests that
ecological gradients occurring along river networks
and network topology ought to be considered because
of their potential effect on gene flow and overall
population structure in large catchments.
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Chapitre 1lI

CHAPITRE Il

Caractéristiques de dispersion et survie chez an®aselle — implications
sur la structure des populations a I'échelle dsibas

Le Chapitre Il souléve la question de l'effet d'gnadient de taille sur les patrons de
dispersion a I'échelle du réseau hydrographiqudte sa la mise en évidence d'un cline
morphologique entre I'amont et I'aval. Dans I'hypese ou les individus les plus grands
disperseraient le plus loin, ces individus conttaient majoritairement au flux génique sur les
cours d’eau.

Ce chapitre traite de l'influence du phénotype,lalesurvie et de la densité sur les capacités de
dispersion. Cette étude devait non seulement gérlfeffet d’un cline morphologique sur la
dispersion mais aussi permettre le paramétrageatiragmme de simulation de la dispersion.

Une étude de capture-marquage-recapture a doméadigee sur deux sites de reproduction
de Calopteryx splendenses deux sites sélectionnés étaient sur un méogsassin, un en amont
et l'autre en aval, et séparés par une distancd2fe km. D’apres I'étude sur les variations
morphologiques menée en 2005 (Chapitre Il) et lesures de longueur d’'aile prises pour cette
étude en 2006, la taille moyenne des individug ptas petite en amont qu’en aval.

Contrairement a notre hypothése de départ, lestésistiques phénotypiques des individus
ne semblent pas influencer les capacités de disperé linverse, les facteurs écologiques
susceptibles d’affecter la survie et la densitéiddwidus peuvent fortement influencer les patrons
de dispersion. Une variation spatiale non clin@aligpersion a I'’échelle du réseau hydrographique

est par conséquent attendue.
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Summary

Dispersal is a fundamental ecological process tiaguirom the interaction between individual and
population features, particularly individual pheyps, individual survival and population density.
Interactions between these factors in natural s are expected to influence population
dynamics, gene flow, and ultimately the genetiacttire of natural populations. As a former study
on Calopteryx splendengopulations across a large river catchment evieldnan upstream-
downstream cline for traits involved in insect disgal, we tested the effect of wing length and sex,
on dispersal in two distant sites, one upstream aare downstream, on the same river. We also
carried out a Capture-Mark-Recapture (CMR) studwnalyse the influence of survival, and we
finally investigated the influence of density onsmrsal in both sites. Although individuals
dispersed farther at the downstream site (withelangdividuals) in respect to the upstream site, we
did not find any evidence of an effect of wing lémgn this pattern. In contrast, higher survival at
the downstream site provided a better explanalidm.also observed an opposite effect of density
on dispersal, individuals tending to aggregate ighhdensity patches and to depart from low
density patches. This study suggests that themotisan upstream-downstream cline in dispersal
generated by the morphological cline. It emphasikesmportance of survival and density in patch
on dispersal and outlines the interaction betwdwsd factors. We discuss the implications of

density-dependent dispersal on the spatial didgtabwf patches on a river network.
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Introduction

Dispersal is essential for animal and plant spepmsistence (Hanski & Ovaskainen, 2000). It
allows allele exchange between demes and the calttom of new habitat patches. This process is
not fixed for a given species. Movements are oftependent on environmental variables that affect
either the capacity or the decision to disperself@itet al, 2001). The spatial distribution of such
variables across a given landscape will thus imibeethe dynamics of population or metapopulation
systems, and gene flow (Hangkial, 2000). Investigating the effect of the spatimhagement of
variables affecting dispersal features is thus irgm to understand dispersal pattern and to prredic
changes of landscape mosaic on population dynandgene flow pathways.

Body condition, survival and density are importéanttors that affect dispersal in animals
(Dixon, 1985; Denno & Peterson, 1995; Herzig, 199B)insects, morphological traits associated
with flight, like wing length or flight muscles, aoften associated to flight performance (Harrison,
1980; Spedding, 1992; Berwaerts, Van Dyck & Ae28)2). Commonly, long-winged individuals
disperse over longer distances than short-wingéd/iduals (Fernando, 1958; den Boer, 1970;
Malmqvist, 2000). Environmental factors directlyfeat wing development and flight (Harrison,
1980). In many species, food quality experiencedinduarval stages influences the proportion of
dispersers or dispersing morphs (Ims & Hjerman®120Dispersal might be correlated to lifetime
meaning that the longer the individual life thedenthe distance moved probability. High density
promotes dispersal (Ray, Gilpin & Smith, 1991; Hgr& Root, 1996) as it tends to increase
competition for resources (Lambin, Aars & Piertn2901). Accordingly, positive density-
dependent dispersal is common in insects suchaa-pbppers (Dennet al, 1991; Denncet al,
1995), beetles (Herzig, 1995), butterflies (Shgpl®70; Baguette, Convie & Neve, 1996) and flies
(Dobzhansky et al., 1977). However, negative retetinips between density and dispersal have
been observed several times (Kuussaari, Nieminekafaski, 1996; Menéndez, Gutiérrez &
Thomas, 2002; Rouquette & Thompson, 2007) which lmaraccounted for the attractiveness of
good quality habitats or increased mating oppotiesiin high density patches. These opposite
results demonstrate that density and dispersaktated in a complex way (Gundersen, Andreassen
& Ims, 2002). In addition, phenotype, survival atehsity are not independent factors. Survival can
be correlated with body size, selection favourargér individuals (Hassoet al, 1993; Rodriguez,
Fanara & Hasson, 1999; Sokolovska, Rowe & Johans2000). Similarly, density dependent
dispersal occurs in dimorphic winged insects wheeasity determines the frequency of the
dispersive winged morph (Shaw, 1970; Deebhal, 1991; Zera & Denno, 1997).
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River networks are interesting landscapes to iny&& the interactions between landscape
features, environmental variables and dispersalavaebr. They are characterized by their
longitudinal dimension and their numerous branchas are repeated and isolated units (Campbell
Grant, Lowe & Fagan, 2007). They present upstreamndtream gradients of physico-chemical
(temperature, water flow, and substrate) and bid¢tmoductivity) parameters at the whole
catchment scale. They also exhibit discrete vanatiof these parameters between branches of the
network (Ward, 1998; Power & Dietrich, 2002). Vaioa in environmental factors, such as
temperature or food supply, influence life histtngits (Vannote & Sweeney, 1980) or phenotypic
traits affecting dispersal (Chaput-Baray al, 2007). Depending on which type of variation
(continue or discrete) prevalils, different preding about dispersal patterns can thus be infelfred.
a factor, affecting either dispersal distance @ pnopensity to disperse, varies gradually on a
catchment, a cline in dispersal and asymmetric dkave could be expected. In contrast, if this
parameter varies in a discrete and unordered mapag&hes carrying individuals with low and
high dispersal capacities would alternate in sonsy.wrhus, high dispersal patches would
constitute sources for colonists, providing thealgoopulation dynamics allows it. Integrating the
effects of phenotype, survival and density on displein watercourses is essential to unravel

mechanisms generating population structure andrdigsaat the catchment scale.

Many freshwater insects restricted to watercouggesent a flying dispersal stage. Their
sensitivity to changes in abiotic parameters l&mperature (Atkinson, 1994) or ecological feature
of landscapes (van Dyck & Matthysen, 1999) makesitla good model to investigate dispersal in
river networks and test the effect of factors afferthis mechanism. We investigated the effect of
flight morphology, survival and patch density ospirsal behaviour in the damsel@alopteryx
splendensHarris 1782 (Odonata: Zygoptera) in two distaneldieg sites located on the same sub-
catchment of the Loire catchment. A previous stredyealed a morphological cline along this large
river catchment. Larger individuals were found lwe fower reaches of the catchment which could
be mainly accounted for environmental conditionsrdularval development (Chaput-Bareéy al,
2007). Body size was positively correlated withpeisal in some odonates (Conmtdal, 1999;
Angelibert & Giani, 2003) and variations in sundivand in dispersal were usually explained by
adult size (Sokolovskat al, 2000; Beck & Pruett-Jones, 2002; Maciel-De-Feeit@odeco &
Lourenco-De-Oliveira, 2007). Thus, we predicted theger individuals disperse farther and have a
better survival rate. According to results from tady on another zygopteran (Rouquette &
Thompson, 2005; Rouquetét al, 2007) and the gregarious tendencyCofsplendensa negative
relationship between density and dispersal wasaage

In summary, the study aimed at testing:
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(i)

(ii)

the effect of sex and wing length on dispersal,esare smaller than females
(Chaput-Bardyet al, 2007) and larger individuals are expected to efisp
farther. Furthermore, wing length is correlatedhwiting width, thorax length,
thorax width, thorax mass, and femur length (Chdgartlyet al, 2007).

the effect of individual density and particularlyal|® density on dispersal. Male
C. splendensre supposed to be territorial (Corbet, 1999; Bm#&ke2002). The
density of territories could thus influence the mments of females and non

territorial males (young mature adults).
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Methods

Species and sites studied

Calopteryx splendens a zygopteran that emerges between late Apdileanly September (Askew,

2004). The maturation stage lasts several daysaaudts live for 3 to 6 weeks. Mating and
oviposition take place exclusively at or near thatew surface (Corbet, 1999). Flying adult
calopterids are relatively territorial and sedeptdtales are easily identifiable as they presenk da
wing spots (Corbet, 1999).

In regards to the previous study of Chaput-Baetlgl (2007) carried out in 2005, we chose
two sites in the same Loire subcatchment distah fi20 km, one in upstream (Huisne stream,
Male, France, 48°16’38.04"N, 0°43'46.86"E) with dinadividuals and one in downstream (Loir
stream, Briollay, France, 47°33'22.3"N, 0°31'31.3"With large individuals. Before performing
dispersal analyses in 2006, we verified that wieiggth for the same site in within sexes did not
change between 2005 and 2006 (upstreagpssN30, Nooos = 29, U = 415, z = -0.517, p = 0.605;
downstream: Phos= 32, Nooos = 29, U = 350, z = -1.524, p = 0.128). In additiare verified that
wing length was significantly larger at the doweatn site in 2005 (U = 224, z = -3.606, p =
0.0003) and in 2006 (U = 273.5, z = -2.286, p =28)0Finally, we selected these both sites because
they presented quite similar surrounding landscafiey were located in floodplains with

meadows, hedges, and trees on the riverbank.

Capture-Mark-Recapture protocol

Capture sessions and surveys were carried outdé #6m June 17 to July 20. We sampled every
day except during bad weather conditions when reafwult were not active. At both sites, we
carried out transect longitudinal to the waterceu@ansects were 1050-m long and were divided
in 10-m long sections by colour marks attachedh® tegetation. Each 10-m subsection was
searched for both unmarked and marked individuglsvalking along the stream. Individuals of
both sexes were captured using a standard inseahdendividually marked by a combination of a
colour code written on wings with permanent ink.eTposition of caught individuals within a
subsection was estimated visually so that eachvishal could be located to the nearest meter.
Individuals were released in the middle of the sghen in which they have been captured. We
caught mature individuals only. The length of tbi forewing (from the base to the tip of the wing)
was measured in recaptured individuals with a digialliper to the nearest 0.01 mm when the wing
was not damaged. Because of technical constrainiga subsample of individuals was measured.

A 10-h mark-recapture exercise was performed dally. both sites, we alternated the

57



Chapitre 1lI

starting point of transect between surveys of taessite so that half of surveys started from the
terminal upstream subsection, and half from theitestl downstream subsection. We alternated 3-
day capture-mark sessions between sites so thatitliey period is the same for both sites.

Test of phenotype and density on dispersal

We considered two estimates of dispersal for eadlvidual: range and daily dispersal. Range was
defined as the absolute distance between the npsdteam and the most downstream capture
position. Daily dispersal was the distance covdrgdn individual between its initial capture and
its recapture on the next day. We took into accondit/idual lifetime in dispersal analyses. This
variable was defined as the time between the &nst the last capture date. The direction of the
displacement, i.e. upstream or downstream, wasratsyded.

Density was calculated at each site for each 5@insection. It was computed as the mean
number of individuals, males plus females, caughtgapture day. These two analyses were distinct
as the sample size was constituted of individuaigHe former analysis, and of subsections for the
latter one. In both cases, we used linear modelscafculated the corrected Akaike's Information
Criterion (AICc) to select the most parsimoniouselir model predicting the effect on dispersal.
Statistics were computed with IMP 4.04 (SAS, 2001).

Survival analysis

The effect of site and sex on survival was alstetesising program MARK (White & Burnham,
1999). We used each day as a capture period. MARKes possible to take into account the
interval between different capture periods. Hentme lags of several days between two
consecutive capture sessions were accounted ftieimodels. The validity of estimates obtained
from survival models requires that several asswnptare met (Lebreton et al., 1992). The absence
of structural problems in the data set and themption that animals behave independently (e.qg.
capture does not affect recapture probability) nvesterified. These assumptions are usually tested
using the Cormack-Jolly-Seber (CJS) model that rmesuboth survival (phi) and recapture (p)
probabilities to be dependent on time (t). The tdsgoodness of fit on CJS model in U-CARE:
This model offered a satisfactory fit to the datalsoth in downstream site (GOF test, global test,
quadratic CHi= 89.16, DF = 79, p = 0.20) and upstream site (&S3E global test, quadratic Ghi
50.071, DF = 45, p = 0.28) (Choquet et al., 200Bus, there were no significant departures from
assumptions, allowing the use of CMR statistics. W& run the models in each population
separately without wing length as a covariate tisigafrom model {phi(g*t)p(g*t)} which includes

an interaction term between sex (g) and time {heeion survival (phi) and recapture probabilities
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(p) to model {phi(.)p(.)} where survival and recap probabilities remain constant. Competing
models were compared by means of the correctedk@lsainformation Criterion, AlICc. When the
difference in AICc values is < 2, then one canmyt with accuracy that one of the models is better
supported than the other (Burnham & Anderson, 2002)

Effect of wing length on daily survival

Too few wing length data were available (downstresgter 71 males and 36 females; upstream site:
131 males and 11 females) relative to the numb@acdmeters to estimate, to start from the most
complex model including a time effect. Thus we mporated wing length as a covariate in the most
parsimonious model obtained from the previous pioce (i.e. model {phi(sex)p(sex) for
downstream site and model {phi(sex)p(.)} for upatresite). In order to evaluate directional and
disruptive selection components (Lande & Arnold83Pwe respectively examined the slope of the

best linear approximation (eqn 1) and the best igti@dapproximation (eqn 2).

Ioglt ) + Z,Bp eqn 1

logit(¢ +Z:,6’pxIO +1/222yppx xP eqn 2

p=1p'=l
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Results

CMR results and movement patterns

About twice as many individuals were captured aradked at the upstream site (1840 males and
595 females) as at the downstream site (655 mabels 594 females). Recapture rate was
significantly lower at the upstream site (kki 134.5, df = 1, p < 0.001). Males were signifityan
more likely to be recaptured in both sites (dowewin: males 45%, females 23%,%hi38.8, df =

1, p < 0.001; upstream males 19%, females 7%, kHil.1, df = 1, p < 0.001). More males were
generally captured during the surveys but the masex ratio was stronger at the upstream site
(upstream sex ration = 4.90 + 4.22; downstreanratx = 1.60 + 0.53, mean = SD).

Most males (72%) and females (71%) were recaptiesesdthan 100 m from their initial capture site
and only 7% of males and 4% of females moved 006rrb.

Individuals at the downstream site had a significaider range than at the upstream site
(Mann-Whitney-U-test, Downstream: N = 324, Mediad&m; Upstream: N = 331, Median = 25
m; z = 3.83, p<0.0001). Females tended to havederwiange than males (Females: N = 139,
Median = 48 m; Males: N = 516, Median = 32 m; z 0B, p = 0.0877). Only males at the
downstream site significantly moved farther in deweam direction than upstream (Downstream:
N = 223, Median = 7 m; Upstream: N = 293, Media&m; z = 2.112, p = 0.035).
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Fig. 1. Range distribution of individual captured & the upstream (in white) and downstream site (in kack) for

both sexes.

The range was also positively correlated with ilfet for both sexes at the downstream site
(females: N = 101, z = 2.007, p = 0.045; males: RR3, z = 4.933, p < 0.0001) and only for males
at the upstream site (males N = 293, z = 5.3490[©801).
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Survival and dispersal

Daily survival observed at the downstream site A&95 + 0.007 (mean £ SE) estimated
from model 2 {Phi(.) p(sex*t)}, in Table 1. Thereaw a trend for males to survive better than
females (LRT test between models 1 and 2, Tableh# = 3.276, DF = 1, p = 0.070, Fig. 2) at the
downstream site. Daily survival observed at thetrgpsn site was 0.802 + 0.012 (mean = SE)
estimated from model 3, {Phi(.) p(sex*t)}, in Tablle Male daily survival rate was significantly
higher than females (LRT test between models 36Gaff@ble 2, Chi2 = 51.209, DF = 1, p < 0.0001,
Fig. 3) at the upstream site. We found that dailyisal was significantly higher at the downstream
site both for females and males (p < 0.05, Fig. 2).

Table 1. Model selection of survival for the downseam site without covariate.

AlCc Model

Model AlCc AAICc Weight Likelihood #Par  Deviance
1{Phi(sex)p(sex*t)}  2828.476 0 0.564 1 26 416.568
2{Phi(.)p(sex*t)} 2829.682 1.21 0.308 0.547 25 Visie s
3{Phi(sex)p(t)} 2831.637 3.16 0.116 0.206 13 446.41
4{Phi(t)p(sex*t)} 2836.2 7.72 0.012 0.021 35 40554
5{Phi(sex*t)p(t)} 2842.877 14.4 0 0.001 29 424.746
6{Phi(.)p(t)} 2851.806 23.33 0 0 12 468.619
7{Phi(sex*t)p(sex*t)} 2853.137 24.66 0 0 48 395.011
8{Phi(t)p(t)} 2854.436 25.96 0 0 20 454.902
9{Phi(t)p(sex)} 2924.048 95.57 0 0 8 548.971
10{Phi(sex*t)p(sex)} 2930.283 101.81 0 0 16 538.943
11{Phi(sex*t)p(.)} 2933.807 105.33 0 0 15 54451
12{Phi(t)p(.)} 2947.834 119.36 0 0 8 572.757
13{Phi(sex)p(sex)} = 2953.458 124.98 0 0 4 586.449
14{Phi(.)p(sex)} 2954.921 126.45 0 0 3 589.922
15{Phi(sex)p(.)} 2957.761 129.28 0 0 3 592.761
16{Phi(.)p(.)} 2977.05 148.57 0 0 2 614.058
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Fig. 2. Mean (+ SE) daily survival estimates for th downstream site, model {Phi(sex)p(sex*t)}, and éhupstream
site, model {Phi(sex)p(t)}.

Table 2. Model selection of survival for the upstram site without covariate.

AlCc Model .
Model AlCc AAICc Weight Likelihood #Par Deviance
1{Phi(sex) p()}  2899.68 0 1 1 22 237.742
2{Phi(sex) 2926.502 26.82 0 0 42 223.604
p(sex*t)
3{Phi(.) 2933.132 33.45 0 0 41 232297
p(sex*t)}
4{P2'((§'}ex D 2043.666 43.99 0 0 58  207.564
5{Phi(H 2946.423 46.74 0 0 58 210.321
p(sex*t)}
6{Phi() p()}  2948.856 49.18 0 0 21 288.951
/{Phi(sex*t) 2973.61 73.93 0 0 78 195.444
p(sex*t)}
8{Phi(t) p)}  3039.655 139.98 0 0 39  263.792
o{Phi(t) p(g)}  3168.91 269.23 0 0 22 506.973
10{Pph('()§ex*t) 3188.703 289.02 0 0 41 487.868
11{Phi(sext) 3190334 290.65 0 0 42 487.436
p(sex)}
12{Phi(t) p()}  3208.614 308.93 0 0 21 548.708
13{Phi(sex) 531557 418.57 0 0 4 692.669
p(sex)}
14{Phi(sex) p(.)} 3318.927 419.25 0 0 3 695.351
15{Phi() p(sex)} 3327.305 427.63 0 0 3 703.729
16{Phi() p()}  3371.184 4715 0 0 2 749.612
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Effect of phenotype on dispersal and survival

The effect of sex and wing length was tested ogeaand daily dispersal. For the former analysis,
the AIC selection procedure retained models indgdiex only for each site. For the latter one, the
most parsimonious model included wing length oiflglfle 3). Contrary to our expectations, we did
not find a relationship between phenotype and d#gpersal (upstream: s3= 0.429, p = 0.513;
downstream: Fips= 0.390, p 0.534) or range (upstreamgdg= 2.382, p = 0.127; downstream:
F1.200= 0.342, p = 0.565).

Table 3. Selection procedure of models testing tledfect of sex and wing length on daily dispersal atownstream

and upstream sites.

Model Variables Rz adjR?z AICc AAICC Vﬁe'%%t
downstream site
1 wing length 0.017 -0.032 9.234 -3.461 0.849
2 Sex 0.003 -0.047 9553 -3.142 0.828
3 wing length + sex 0.033 -0.069 10.866 -1.830 9.71
4 wing length*sex 0.3298 0.1862 -4.001 0
upstream site
1 wing length 0.0289 0.0168 30.581 -3.590 0.858
2 wing length + sex 0.0323 0.0078 32.293 -1.878 19.7
3 Sex 0.0056 -0.006832.523 -1.648 0.695
4 wing length*sex 0.0338 -0.00384.171 0

Survival analysis detected no effect of selecteither directional or stabilizing, on wing

length at both sites (Table 4).
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Table 4. Selection procedure of survival models iheding wing length as a covariate at the downstrearand

upstream site.

AlCc Model .
Model AlCc JAICc Weight Likelihood #Par Deviance

downstream site

{phi(sex)p(sex)} 776.46 0.00 0.55 1.00 4 768.294
{phi(sex+wing 777.89 1.43 0.27 0.49 5 767.643
length)p(sex)}
hi(g+(wing length +
{phi(g+(wing leng 778,58 2.12 0.19 0.35 6 767.230
wing Iengtﬁ))p(sex)}
upstream site
{phi(sex)p(.)} 1188.44 0.00 0.67 1.00 3 1182.374
{phi(sex+wing 1190.45 2.01 0.24 0.36 4 1182.059
length)p(.)}
{phi(sex+(wing length +
1194.07 5.62 0.09 0.14 5 1181.823

wing lengti))p(.)}

Effect of density on dispersal

Individuals of both sexes were not distributed amifly along transect in each site (Fig. 3). In the
AIC analysis, the most parsimonious linear modéhined density and the proportion of males
(Table 1). We found a significant effect of densitydaily dispersal. However, the relationship was

positive for the downstream site whereas it wastieg for the upstream site (Tables 5 & 6).
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Fig. 3. Spatial distribution of individual captured along the two transects at the upstream (left graps) and

downstream site (right graphs) for each sex. Malegre shown in black in the two upper graphs and femlas in

white.

Table 5. Selection procedure of linear models testj the effects of total density on daily dispersait the

downstream and upstream site.

Model Variables R2 adj R2 AlICc AAICc AlCc weight

downstream site

1 density, male percentage 0.317 0.225 -5.647 61.64 0.695

2 density 0.228 0.18 -5.456  -1.455 0.674
3 density, male percentage, interaction  0.3298 @218 -4.001 0

4 male percentage 0.065 0.006 -1.999 2.002 0.269

upstream site

1 density 0.257 0.216  -24.959 -2.155 0.746
2 density, male percentage 0.279 0.194 -23.564 6-0.7 0.594

3 density, male percentage, interaction 0.323 0.19€2.804 0

4 male percentage 0.001 -0.055 -19.035 3.769 0.132
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Table 6. Effect of total density of individuals andpercentage of males in each transect subsection daily

dispersal at the downstream and upstream sites. Herare presented the most parsimonious linear

models using AIC model selection. Asterisks indicatsignificant effect ata = 0.05.

Parameter Estimate SE F P
downstream site
Intercept 2.774 0.651
Percentage of males-1.161 0.833 1.902 0.184

Total density 0.108 0.046 5.529 0.03%
upstream site

Intercept 3.82 0.229
Total density -0.022  0.009 2.247 0.023
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Discussion

Dispersal is an important biological parameter thetermines the capacity of demes to exchange
individuals and the capacity of migrants to colenizew habitat patches (Hans al, 2000;
Clobertet al, 2001). Owing to its effect on gene flow, it ulately influences population genetic
structure (Cornuett al, 1999). Dispersal patterns in animal species keeproduct of several
factors operating at different development lifegsta during the organism life cycle (Ims &
Herjmann, 2001). Determining which factors act espdrsal and how they interact in complex
landscapes like river networks are challengingdaSte investigated the effect of wing size, sex,
survival and density on dispersal in a freshwatsect exhibiting morphological variations for tgait

related to dispersal.

Effect of phenotype and survival on dispersal
According to earlier studies on insects, we expmetdeger individuals to disperse farther (Harrison,
1980; Marden, 1989; Spedding, 1992; Betlal, 2002; Berwaertet al, 2002; Maciel-De-Freitas
et al, 2007). Instead, we found no evidence of a relatigp between wing size and dispersal. First,
we observed no correlation between wing lengthrande at both sites. Second, females, that are
larger than males, did not cover significantly lendistances although they are suspected to be the
dispersing sex in territorial damselflies (Beirimclet al, 2006). Thus, individual phenotypic
characteristics did not account for dispersal in study. More largely, body size does not seem a
good predictor of dispersing capacity in damsedflmth intraspecifically or interspecifically. For
instance, Coenagrion mercurialeis a zygopteran species smaller th@n splendensthat yet
disperses over longer distances (Purse et al.,)2003

Survival showed to be a better predictor of displerBaily survival was higher at the
downstream site and lifetime was correlated withgeaexcepted for females at the upstream site.
Both analyses support the idea that range genenaligases with age.

Effect of density on dispersal

Interestingly density showed opposite effects ahlxiudy sites. Displacements were positively
dependent on section density at the downstreamvbigeeas we observed a negative relationship at
the upstream site. Stettmer (1996) found a negatweeslation between the tendency to move and
population density irC. splendensRouquette and Thompson (2005) also reportedetfest in
natural populations inCoenagrion mercuriale Negative density-dependent dispersal can be

accounted for by a better access to food resourceme frequent mating opportunities
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(Dobzhanskyet al, 1977; Rouquettet al, 2005) or inbreeding avoidance in high densitycpes
(Rouquetteet al, 2007).

The opposite relationhip between section density aaily dispersal might be explained by
the different overall density in each site. Twieenaany individuals were eventually captured at the
upstream site as at the downstream site which mdigate higher overall habitat quality in the
former one. Thus, if conditions are not limitingglh density patch), individuals may tend to stay
and seek many mating opportunities whereas if ¢mmdi are limiting (low density patch), they
may tend to avoid crowding (Rouqueétal, 2007). An alternative explanation for males cdugd
found in territory availability. In high density {whes, all territories or mating places are likislyoe
defended whereas free places might be expectedntaim at low density patches. Hence, this
situation would generate a trade-off for males leetwspending time finding a territory and seeking
mating opportunities. Similarly, females might redumale harassment by moving to sections

where males are less abundant in low density pat@wrinckxet al, 2006).

Factors affecting dispersal and consequences fpulations in river networks

In our study, survival and density affected disper C. splendensut individual size did not.
Thus, results tend to reject the hypothesis of pstraam-downstream dispersal gradient at the
catchment scale caused by the morphological cliegigusly observed. Survival and density are
usually controlled by local factors like habitatatjty (level of food resource or presence of
contaminants for instance), predation rate, angspecific competition. They are not necessarily
independent as reduced costs of male territortaheur and male-male aggressions at low density
may increase survivorship (Ichikawa, 1982; Betkal, 2002). In our case, survival and density
seemed to act antagonistically as low density str@am section increased dispersal and probably
survival whereas high density reduced both. Themmbmed effects could be of importance
regarding population dynamics in river networkse Thstribution of suitable habitats along a river
is expected to explain mostly the distribution ofpecies on a river stretch (Bohonak & Jenkins,
2003). However, the tendency to stay in high dgnsatches and to leave low density ones is likely
to enhance this pattern and contribute to gen@raiscontinuous spatial distribution. We observed
such a pattern in a survey on a 30-km stretchlLafiiee tributary (A. C-B. unpublished data).

Overall, this study emphasizes the complexity @f dispersal process. Phenotype, density,
survival and dispersal might be involved and intetagether in natural populations. We found
lower survival at the upstream site where densigs wigher (survival x density). Within the
upstream site, smaller individuals survived bettt@n larger ones (density x survival x phenotype).

Individuals that survive longer covered longer aistes (survival x dispersal). Finally, we showed
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that within a patch, overall density altered thédweoural decision to leave from or stay in a river
section (density x dispersal). Disentangling tHatnee effects of each factor and identifying their
interactions is clearly not a simple task but iselges attention owing to its implications. Results
suggested that low density patches were more lilkebend long distance migrants away than high
density patches, whereas high density patches wamailchore likely to receive migrants than low
density patches. Freshwater insects are often @eresl to form metapopulations (Bohoretkal,
2003). In such a system, low density patches wbealanore likely to colonize empty patches than
high density patches which outlines the potentigbortance of low or medium quality sites to
ensure connectivity. This role might receive motterdgion in conservation programs but clearly
more thorough investigation about the relationstbpsveen survival, density and dispersal are
required to improve our understanding of populatignamics for organisms able to disperse along
watercourses or between watercourses from indeperad@chments or subcatchments (Chaput-

Bardyet al, accepted).
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CHAPITRE IV

Flux de génes sur un réseau hydrographique chewaate aquatique

Dans le Chapitre Il, un cline morphologique a &éedté sur le bassin de la Loire, les
individus étant significativement plus petits enaarinqu’en aval. A la lumiere de ces résultats
une question se pose : la structure génétiqueella-trefléter la structure génétique des
populations ?

La structure génétique des populations est dongdébodans ce chapitre. Les
individus précédemment échantillonnés lors de diétsur la morphologie ont été génotypés a
'aide de marqueurs AFLP. Nous avons tout d’abodétifié s’il existait une structure
génétique des populations reflétant la structuregggphique du bassin, c’'est-a-dire en 7
groupes correspondant aux 7 sous-bassins ou scaltespondait au gradient longitudinal
entre 'amont et I'aval (Chapitre II). Puis, nousas tenté de mettre en évidence 'existence
des deux types de dispersion des libellules, a'&bte le long du cours d’eau et entre les
cours d’eau, en étudiant les patrons d’isolementgpdistance pour ces deux dimensions.

Les analyses ont mis en évidence la présenceaided génes le long des cours d’eau
et entre les cours d’eau ainsi qu'une forte diffiéegion génétique a I'échelle du bassin
hydrographique. Cependant, il n'a pas été posslibldéfinir un nombr& de populations sur
le bassin de la Loire, rejetant ainsi notre hyps¢hale différentiation génétique des
populations suivant la structure hiérarchique dsshm Aucune différenciation génétique
entre 'amont et l'aval n'a été observée a I'éahell bassin ni au sein des cours d’eau. En
effet, les flux de genes entre les cours d’eawnedes sous-bassins, par I'intermédiaire des
adultes volant, empéchent I'assignation des indwid K populations. Les fortes valeurs de
Fst entre sites et I'absence d’entités génétiquegedtmnt définies suggerent que nous
sommes face a une structure de type métapopulaties. perturbations (sécheresses,
pollutions ou entretien des berges) peuvent engerdis extinctions locales sur le bassin
versant. Les sites peuvent alors étre recoloniggsta de sites adjacents situés sur le méme
cours d’eau ou sur un bassin différent si ce dessesuffisamment proche.

Ce chapitre fait I'objet d’'un manuscrit accepté slnjournal « Molecular Ecology ».
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Abstract

Gene flow in riverine species is constrained bydaedritic (branching) structure of the river
network. Spatial genetic structure (SGS) of fredbwansects is particularly influenced by
catchment characteristics and land use in the wodiaogs of the river. Gene flow also
depends on the life cycle of organisms. Aquatiwdar mainly drift downstream whereas
flying adults can disperse actively overland anongl watercourses. In-stream movements
can generate isolation by distance (IBD) at a loszdle and differentiation between-
subcatchments. However, these patterns can beptidriby overland dispersal. We studied
SGS across the Loire River in the damse@lglopteryx splendenthat is able to disperse
along and between watercourses. Our sampling desligwved us to test for overland
dispersal effects on genetic differentiation betweetercourses. AFLP markers revealed
high genetic differentiation at the catchment séalethe genetic structure did not reflect the
geographic structure of sampling sites. We obsehdd patterns when considering the
distance following the watercourse but also theliHean distance, i.e. the shortest distance,
between pairs of sites. Altogether results supierhypothesis of overland dispersal between
watercourses. From a conservation perspectiventette should be paid to the actual

pathways of gene flow across complex landscapdsasicver networks.
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Introduction

Determining how gene flow is distributed acrosserimetworks is essential understanding
population structure of freshwater organisms ansessing risks associated with habitat
fragmentation. Predictions about gene flow andiapgenetic structure (SGS) are not so
straightforward though, especially in organismshwtiomplex life cycles like freshwater

iInsects.

Aquatic larvae are subject to in-stream dispersalinly through passive drift caused
by water flow (Mackay 1992; Jacksenal. 1999), so that their dispersal generally occurs in
one-dimension between sites linked by water stestcfiFig. 1). As a consequence, river
networks impose limits on dispersal (Frissehl. 1986; Wardet al. 2002; Campbell Graret
al. 2007). In addition, gene flow is constrained bychenent geomorphomology (size and
shape of the catchment, number and length of bemnahd confluence angles). The dendritic
(i.e. branching) structure tends to restrain orgranmovement and gene flow along specific
directions (McGlashaet al. 2001; Fagan 2002). Individuals are distributed agndifferent
watercourses when they move upstream, whereas #ney concentrated, joining at
confluences, when they move downstream (Fig. 1,dP&vDietrich 2002). This means that
genetic diversity is expected to decline upstreathimva watercourse (Schmidt al. 1995),
while genetic differentiation may increase betweetercourses (Power & Dietrich 2002).
According to the life cycle of freshwater inseceng flow is more likely to occur within a
catchment and downstream (Gilddsal. 1998) so that an isolation by distance (IBD) patte
may develop with the distance between sites alongtarcourse.

Adult freshwater insects often fly along watercasrsluring the mating period (Kopp
et al. 2001; Caudill 2003) but they are able to move s&rterrestrial habitats between
watercourses (Fig. 1). Integrating overland disglers likely to generate deviations from
simple predictions about the spatial genetic stmectof riverine species. If overland
movements occur, an IBD pattern is expected witblifean distances between sites (Fagan
2002; Rissleret al. 2004), the Euclidian distance being defined as ghertest distance
between two sites. Then, populations in nearbyirmégpendent catchments can show little or
no genetic differentiation (Giblket al. 1998).
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In-stream dispersal Overland dispersal

concentrative dispersive

\l/ \f\/ NNV

Donwstream

Fig. 1 Two-pathway dispersal model in river networls. In-stream dispersal occurs along the watercourse
In-stream dispersal is concentrative downstream asdividuals from different branches are mixed at the
confluence whereas it is dispersive upstream as iiviluals from the same pool are distributed between

branches. Overland dispersal occurs between diffen¢ branches of the river network.

Many authors investigated overland dispersal ofltaftashwater insects (Sode &
Wiberg-Larsen 1993; Kovatt al. 1996; Collier & Smith 1998; Petersehal. 1999; Brierset
al. 2002; Milleret al. 2002). However, few studies have explored the egusnces of these
latter movements on genetic differentiation withimd across catchments. Such investigations
are important to assess the influence of netwoikraatteristics, landscape structure (land
cover in the watercourse surroundings) and distanceopulation structure (Let al. 1997).
Actually, overland dispersal between watercourses dften been ignored and its impact on
local ecological and genetic processes remaing tesimated (Palmet al. 1996; Rundlest
al. 2002). The potential direction of gene flow acréiss catchment (i.e. in-stream and/or
overland gene flow) can be revealed by analysirig ptterns (Slatkin 1993; Rousset 1997).
While genetic differentiation and geographical aigte between populations are often
positively correlated (Bohonak 1999), relationshipsy be more complex in species with two
types of dispersal (Michekst al. 2001; Hanfling & Weetman 2006). Deviations fronDiBan

be caused by (i) the occurrence of overland dispensthe presence of barriers in the river
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network (Wattset al. 2006) or (ii) the lack of regional equilibrium beten gene flow and
drift (Hutchison & Templeton 1999; Hanfling & Weeanm 2006). In this regard, recent
studies on freshwater insects demonstrated theteffef landscape barriers on population
structure and the setting of local equilibria bedawegene flow and drift (Wattst al. 2004;
Wilcock et al. 2007).

We investigated SGS and gene flow patterns in anmommzygopteran species, the
banded damselfly Qalopteryx splendenslarris 1782) in a large river catchment. This
odonate exploits slowly running rivers, canals, cmcasionally lakes (Askew 2004L.
splendenss univoltine (i.e. one generation per year) inStéen Europe, with larvae spending
one year in the aquatic environment before emergehice discrete and insulated nature of
the preferred aquatic habitat (rivers and streasm®uld make damselflies a particularly
interesting species from the point of view of gengiopulation structure (Svenssen al.
2004). Mating and oviposition take place exclugivat or near the water surface (Corbet
1999). Aquatic larvae are susceptible to drift, aigpersal is supposed to occur only along
the watercourse (Beukema 2002). Flying adult calig¢ are relatively territorial and
sedentary (Corbet 1999). According to mark-recapsiudies, they generally disperse within
less than 100 m (Stettmer 1996; Ward & Mill 200Mhwever, long-dispersers (> 1000 m)
are regularly observed (Stettmer 1996; Ward & K00D7) that may be able to reach streams
belonging to different catchments or stop overssibetween catchments (i.e. overland
dispersal).

In the present study, we applied a sampling dethighreflects the branching structure
of the network (Guinand & Tachet 2000; Chaput-Bagtlgl. 2007) to test for the presence of
overland dispersal between watercourses (Fig. B).had two assumptions, either (i) if only
in-stream dispersal occurs, both an IBD pattertofahg the watercourse and between-
watercourses genetic differentiation are predictedli) if overland dispersal takes place this
pattern would be disrupted so that no or littlewssin-watercourses genetic differentiation
would be observed. Also, one expects to detecB&8ngattern when considering a sample of
adjacent but independent branches. We attemptedsess the contribution of each kind of
movement in order to determine a dispersal mod#ieatatchment scale. To our knowledge,
this is the first time that a study explores thiduence of river network structure on genetic
population structure across a large catchmeneghivater insects.
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Materials and Methods

Sampled sites

We captured adulCalopteryx splendensn the lower part of the catchment of the LoireeRi

in Western France (Fig. 2). We collected 986 irdlinals (ca. 30 individuals/site) on 33 sites,
662 males and 324 females, from 26 May to 30 JW@85 21sing insect nets. Adults were
caught on the riverbank as mating and ovipositake tplace exclusively on or close to the
water surface (Corbet 1999).

Based on the French national hydrographical daealf8® CARTHAGE™ IGN-
MATE 2005), we only considered streams larger thamim. We sampled each branch of the
catchment network whenever the species was presetiite watercourse (Fig. 2). Our study
area encompassed four stream orders (branchirey®n subcatchments (i.e. the area where
whole watercourses, across a river network, corgether in a confluent point) and twenty-
two streams in the lowland section of the river. ¥ééected thirty-three sites, distant from 18
to 473 km, following the watercourse on the maimarotel and seven subcatchments. We
observed the occurrence of mating and laying belayviexuvia (exoskeleton left after

moulting) and tenerals (adults sexually immatuterahoulting) on each site.

60 80 100 Kilometers

Fig. 2 Location of the 33 sites on the 7 tributarig and on the main channel (black triangles) of theoire
drainage in western France (BD CARTHAGE®® IGN-MATE 2005). A different symbol is shown for eah

tributary. Circles show the 15 comparisons for theanalysis of kinship by pairs of sites.
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AFLP analysis

We used Amplified Fragment Length Polymorphisms I(RE; Voset al. 1995) for genetic
markers. Although AFLPs are dominant markers fm@duct is either present or absent),
recent studies proved that they provide excelleatstfor addressing questions that require
the estimation of relatedness between individubliardy 2003) and for estimating spatial
genetic structure (Teret al. 2003; Sandeet al. 2006; Garoiget al. 2007; Jump & Penuelas
2007).

The head of collected specimens was placed in 30gsis buffer (50 mM Tris, pH
7.5, 20 mM EDTA, 0.5% SDS, 400 mM NaCl) with 100mgproteinase K (10mg/ml) for 3-
18 h of digestion at 37°C. DNA was extracted folilogvthe “salting-out” protocol (Sunnucks
& Hales 1996). Then, DNA was purified using 3 M &od acetate, pH 5.2 and absolute
ethanol precipitations (Sambrookt al. 1989). DNA concentration was checked on a
spectrophotometer and the samples were dilutedbt@mroa concentration of approximately
50 ng/pl.

We used the AFLP protocol of Ve al. (1995) with only minor modifications as
described in Bensckt al. (2002). DNA fragments were separated on a 5.5%atdeing
polyacrylamide sequencing gel. EcoRI primers wabelled with an infrared fluorescent dye
(IRD 700 or IRD 800). The band patterns were scdrusng a LI-COR Global IR2 DNA
Sequencer (LI-COR®, Lincoln, NE). We used threesgle primer combinations (Svensson
et al. 2004): A (ETAG x MCGC), B (ETGA x MCAC) and C (ET&Ax MCAC). We could
amplify and score unequivocally 20 bands for prineembination A, 37 for primer
combination B and 30 for primer combination C, tlee Loire area in France, versus 24 bands
for primer combination A, 11 for primer combinati@and 27 for primer combination C
found by Svenssoet al (2004) in Sweden.

Gel images were analysed using AFLP-Quantar ProTM (Geerlingst al. 1999) to
identify the polymorphic loci. To estimate the regucibility of the AFLP technique, we
duplicated the whole protocol from DNA extracticarsd amplification to gel scoring for 180
individuals. AFLP band profiles were obtained fdt primers and compared. Scoring
reproducibility rate for the 87 loci was calculated averaging the proportion of matched

scores between duplicates. Scoring repeatabilig/9829 %.

Selection of neutral AFLP markers
AFLP loci are anonymous and scattered across tl@ewgenome; consequently we do not

know their evolutionary histories. Although we egfszl that most of them were neutral, we
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could not discard the hypothesis that a small mitago of loci was under selection (Bonet
al. 2006). Thus, we used the program Dfdist develdpedlominant markers (Beaumont &
Balding 2004) to detect and exclude loci under cdle. Dfdist follows a hierarchical

Bayesian approach to computer estimates conditional on heterozygosity in a subdd
population under the symmetrical island model (\Wri$y951). The null distribution oﬁST-
values was generated based on 50000 simulatedApalyses were carried out using 99%
confidence intervals. The distribution égT as a function of heterozygosity is characterized

by estimating the quantiles of the distribution. \@f®se the 0.005, median value and 0.995
quantiles; the outer define an envelope in whicbo 3% the data points are expected to lie.
Outlier loci, that could be considered as non-rautvere then removed before performing
analyses of genetic diversity and spatial genétictire.

Genetic diversity

All data analyses were performed using only polyshar AFLP loci. We estimated allele
frequencies, genetic diversity, pairwise populatidifferentiations QEST) and pairwise
Reynold’s genetic distances for the 33 sites witARLR-SURV 1.0 (Vekemans 2002).
Significance of global and pairwisEAST was tested against a null model of no structure by

randomly permuting individuals among sites 100Ges8mwith AFLP-SURYV 1.0.

Spatial genetic structure

Spatial genetic structure (SGS) analyses were peét using neutral markers only. From the
matrix of Reynold’s genetic distances we constithee consensus tree with the neighbour-
joining algorithm as implemented in PHYLIP 3.6 ($estein 1993) after bootstrap

resampling (1000 replicates).

We used the model-based clustering method of thgram STRUCTURE version 2.2
adapted to dominant markers (Falethal. 2007) to investigate genetic population structure
(K). AFLP data were coded with the observed allele @@ missing allele (Pritchart al
2007). Determining the optimal number of populatidd) is based on testing a range of
models with differenK values and inspecting the estimated log probglmfitdataPr(X|K) to
identify the most likely model (Pritcharet al. 2000; Pritchard & Wen 2004). The optimum
number of clusters was identified using, related to the second order rate change in the log

probability of the data, as described by Evaenhal (2005). Subsequent analysis of each
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cluster tested = 1 toK = 33 (the number of sampled sites), with a burpenod of 10000
followed by 100000 iterations, and 10 runs for e&chAdmixture models were used for
detecting populations. This analysis can supp@tgéne flow between sites hypothesis, if it
would not resolve clusters.

Population genetic structure was also assessed pairwise kinship coefficientsl—:g :
Ritland 1996) between individuals, implemented e tsoftware SPAGeDi (Hardy &
Vekemans 2002). In the case of two individuadsdj, the kinship coefficient between them
is Fj=(Qij-Qm)/(1-Qm), whereQ; is the probability of identity in state for rand@manes from
andj, andQn, is the average probability of identity in state éenes coming from random
individuals from the sampled site. Pairwise kinshgefficients for each dominant marker
were estimated assuming a null inbreeding coeffici€he estimation of kinship using this
method is relatively robust to errors ki estimation (Hardy 2003). Kinship under IBD is
expected to decrease linearly with spatial distanca one-dimensional habitat and linearly
with the logarithm of spatial separation in two-émsional space (Rousset 1997; Hardy &

Vekemans 1999).!5ij values were plotted against pairwigedistance @;) for in-stream
distance or Ing;) for Euclidian distance to provide the regressitmpe of IBD,b. To test for
SGS, individual locations were permuted 1000 tim@®ng all individuals in order to get the

frequency distribution ob under the null hypothesis thﬁ andd; were uncorrelated. To

visualize SGS,F; values were averaged over a set of distance slgshe giving F(d)

values. The number of distance interval selecti@s Wased on an equivalent number of

individuals by population for each interval (Har®ywekemans 2002). We therefore selected
7 distance intervals to comput%d). Those ranged from 0 to 500 km (0-50, 50-75, 76;10

100-150, 150-200, 200-300 and 300-500 km) for dista following the watercourse and
from 17.5 to 270 km (0-17.5, 17.5-35, 35-60, 60-95;130, 130-200 and 200-270 km) for

Euclidian distances. If(d) values were plotted against distance to visualgmatial

autocorrelation patterns. Standard error estimiiesaverage kinship coefficients at each
class were calculated by jackknifing over all 68 i@tained for analysis (Hardy, 2003).

SGS was quantified by th8p statistics, which represents the rate of decréase
pairwise kinship with distance (Vekemans & Hardy2p Spis unaffected by the sampling

scheme contrary to the regression slt;pef Ifij and can be compared between populations or

species so theébpis a better way to quantify IBD (Vekemans & Har2§04). A lowerSp
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value can indicate a preferential pathway of disglefin-stream or overland dispers&@pis

calculated as 5/(1 ~F ), where If(l) is the meanlfij between individuals in the first

®
distance class (Jump & Penuelas 2007). Followingdid&t al. (2006), we present the
standard error (SE) df (calculated by jackknifing over loci) as an estienaf the variability
of Sp

In order to test more precisely whether overlargpelisal occurred between nearby
but independent tributaries, we plotted mean pa'EE\,ﬁj between selected pairs of sites (N =

15 comparisons, cf. Fig. 2) against the distanoagalthe watercourse and the log of the
Euclidian distance. In 7 pairs, sites were locatedifferent subcatchments (A-AA, B-H, D-
E, S-R, U-Y, X-W and AF-AG), and were chosen sa tpaing from one site to the other
necessarily required overland movement. Furtherpnvagemade sure that no large stream (i.e.
more than 15-m large) was located between the sagngites of a pair that could bias gene

flow estimates.
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Results
Detection of non-neutral loci and global genetiwsture

The overall IfST, calculated as the average among-populatiégl,sin 87 polymorphic loci

weighted by their heterozygosities, was 0.139 8D.8E. The examination of individual loci
revealed the presence of 18 outliers. Higg estimates were above and 13 below the 99%
confidence interval envelope (Fig. 3). These 18 \Wwere excluded from subsequent analyses
so that only neutral markers were kept to infertraéigenetic parameters. The overadr
estimate obtained with these 69 remaining polymiorpbci was 0.143 + 0.093 SE. No

detailed analyses of outliers have been carriednathis work.

0.451
0.401
0.351
0.301
0.251
0.20+
0.15+
0.10+
0.05+
0.00+
-0.05+
-0.10 T T T T T ]

Fst

Heterozygosity

Fig. 3 Plot of ﬁST values against heterozygosity estimates from 87 AP loci in 986 Calopteryx splendens

individuals. Each dot indicates an AFLP marker. Thelower, intermediate, and higher lines represent ta

1%, 50%, and 99% confidence intervals, respectively
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Genetic diversity and genetic structure

The proportion of polymorphic loci and expectedenetygosity for each of the 33 sampled
sites across 69 loci are summarized in Table 1eEbepl heterozygosity varied between 0.231
+ 0.021 SE and 0.442 + 0.013 SE. Total geneticrditye (Ht = 0.433) was high for a
dominant marker in comparison with other insectari$io et al 2004; Takamet al. 2004;
Sanderet al. 2006; Jiang et al. 2007). Owing to the branchstrgcture of river networks,
genetic diversity is expected to increase when gg@ownstream. We did not find such a
relationship between Nei’'s gene diversilyjX and the geographic position in the catchment
which was estimated as the distance from the déanving the watercourse (Kendall Tau
Correlation t = -0.163, P = 0.19). At a smallerlscave observed no difference in diversity
between pairs of sites located both upstream amdnstoeam of a confluence within a
tributary: C-I, J-A, AF- H, AA-D, G-B, X-Q, N-L, W8, U-K, AB-AE, Z-Y and Y-K either
(Wilcoxon Matched Pairs Test, N =12, T = 39, Z,#0= 1).
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Table 1 Genetic data for the 33 sites with 3 AFLPimer combinations in C. splendens. n is the average
number of scored individuals,# loc. is the number of loci scoredPLP is the proportion of polymorphic
loci at the 5% level (expressed as a percentageélj is the expected heterozygosity under HW genotypic

proportions, also called Nei's gene diversity (anabous to H or He),S.E.(Hj) is the standard error ofHj.

Subcatchment Site n #loc. PLP Hj S.E.(H))
main channel B 19 69 100 0.413 0.01
main channel D 24 69 97 0.432 0.013
main channel K 28 69 97 0.377 0.015
main channel AG 19 69 49 0.236 0.019

1 A 31 69 97 0.433 0.014
1 C 20 69 99 0.425 0.013
1 H 32 69 99 0.397 0.014
1 I 22 69 99 0.288 0.02

1 J 12 69 68 0.231 0.021
1 T 28 69 100 0.359 0.016
1 AF 26 69 97 0.359 0.017
2 L 30 69 100 0.442 0.011
2 M 25 69 99 0.351 0.018
2 N 27 69 99 0.324 0.016
2 O 29 69 55 0.251 0.019
2 P 30 69 100 0.374 0.012
2 Q 27 69 100 0.289 0.018
2 R 18 69 100 0.317 0.017
2 X 14 69 93 0.376 0.018
3 S 30 69 100 0.4 0.012
3 U 24 69 96 0.403 0.016
3 wW 22 69 100 0.422 0.012
4 \% 25 69 100 0.427 0.012
4 Y 19 43 93 0.403 0.019
4 Z 8 43 93 0.391 0.021
4 AB 10 27 100 0.33 0.023
4 AC 5 69 99 0.353 0.016
4 AD 26 69 97 0.406 0.014
4 AE 24 69 97 0.412 0.014
5 E 23 69 99 0.421 0.013
6 AA 22 69 97 0.442 0.013
7 F 28 27 100 0.391 0.021
7 G 17 69 84 0.36 0.019
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Though overall genetic structure was significamt,did not seem to reflect the
hierarchical structure of the catchment. The neigijoining tree did not group sites by
tributary and bootstrap values were low (figure sbobwn). STRUCTURE was unable to
determine a best number of K clusters (Fig. 4)sTasult is expected if an IBD pattern exists.
When allele frequencies vary gradually across iker rnetwork, STRUCTURE will be
unable to determine the best value of K as indaislilhave mixed membership in multiple
groups (Pritchard & Wen 2004).

60.0
50.0
40.0+

AK

30.0-
20.0-
100
o.om
2 5 8 11 14 17 20 23 26 29
K

Fig. 4 The graphical method allowing detection oftte true number of groupsK as described in Evannaet
al. (2005) according to the calculation ofiK. High modal value was not identified on the graptual

representation. A number of clusters cannot be detmined.

When we considered subcatchments with more thamling sites (subcatchment 1
with A, H, I, J, T, C and AF sites; subcatchmenwith L, M, N, O, P, Q, R and X sites,
subcatchment 3 with S, U and W sites, subcatchdhenth V, Y, Z, AB, AC, AD and AE
sites and the Loire main channel with D, B, K an@d sites) genetic differentiation between

subcatchments was Iowelés(T = 0.029 + 0.010 SE, P< 0.0001) than genetic diffeation
within each subcatchment (subcatchment Ifg.T = 0.158 = 0.094 SE, P < 0.0001;
subcatchment &, = 0.130 + 0.098 SE, P < 0.0001, subcatchmef{.3= 0.074 + 0.007
SE, P < 0.0001, subcatchmentlfglT = 0.094 = 0.003 SE, P < 0.0001 and the Loire main

channelFg, = 0.229 + 0.079 SE, P < 0.0001).
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Spatial genetic structure, SGS

We found a significant isolation by distance pattiilowing the Watercourseﬁ(= -0.0001 £
6.21E-06 SD, R? = 0.00174, P < 0.0001). Sixty-oneds 69 loci showed a significant IBD
pattern (P-values of slopes were < 0.0001). ForBhelidian distances, 48 loci showed a

significant IBD patternlﬁ = -0.0142 + 0.0007 SD, R2 = 0.00166, P < 0.000he mean
estimate ofF; over pairs of individuals within a given distancgerval ¢q)) decreased with
distance and showed a rapid reduction in slope rmeapproximately 100 km with distance
following the watercourse (Fig. 5a) or beyond apprmately 60 km with log of Euclidian
distance (Fig. 5b). A high kinship coefficient odeng distances was observed despite low
dispersal abilities il€. splendendess than 100 m for most individuals (Stettme®@;9Vard

& Mill 2007). Estimate ofSpwas lower for distances along watercourses (0.@00100001
SE) than for Euclidian distances (0.0220 = 0.008), $vhich seemed to reflect preferential
in-stream dispersal. The river system seemed ta $bal migration-drift equilibrium (IBD)
up to a scale of 60-100 km depending on the kindhoffement. According to the lack of
structure at longer distances, equilibrium wasraathed for larger spatial scales (Fig. 5).
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Fig. 5 Correlogram showing the mean kinship coeffient per distance classK g). Error bars represent

meant SE, the latter being assessed by jackknifing ové&9 AFLP loci. P values are given for the

regression slope of individual pairwise kinship cdicients on the corresponding geographical distare(a)

and the logarithmic geographical distance (b) betwan individuals. Sp represents the rate of decrease of

pairwise kinship with distance.

Overland dispersal analysis between pairs of stesved that kinship coefficient
decreased with Euclidian distance (Fig 6b. Kendaitelation coefficient N = 15, t = -0.390,

P = 0.044). In contrast, we detected no relatignél@tween kinship and distance along the
watercourse (Fig 6a. Kendall correlation coeffitiéh = 15, t = -0.029, P = 0.890). For

instance, sites X and W located in two subcatchsndrgplayed a high kinship coefficient

(Ifij = 0.250). These were distant from 340 km followihg watercourse but only from 7 km
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when considering the Euclidian distance. For nesgining sites located in different

watercourses, overland gene flow seemed to dominate
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Fig. 6 Mean pairwise kinship £ coefficients between 15 site pairs (see Fig. B)relation with distances

following the watercourse (a, Kendall Tau Correlaton t = -0.029, P = 0.89) and logarithms of Euclidia

distances (b, t = -0.39, P = 0.044). Comparisonstiveen sites in two different subcatchments are

represented by grey circles.

91



Chapitre IV

Discussion

River networks are particularly susceptible to fnegitation and habitat loss caused by
anthropogenic activities (Ward, 1998). These disinces affect extinction and colonization
rates of breeding sites. It is thus crucial to deiee gene flow pathways in order to
understand population dynamics in such networkstarmedict eventually the consequences
of disturbances on extinction/recolonization preess We addressed here the first question
and showed that different gene flow pathways earsi account for the spatial genetic

structure in a freshwater insect across a larga network.

A two-pathway dispersal model for river networks

Gene flow was studied using Euclidian distance disthnce following the watercourse. We
found an IBD pattern for either type of movemenhe3e two approaches represent the
shortest and longest distances for dispersal. @blypalternative preferential pathways are
possible in nature depending on landscape strycageflying adults tend to go around
barriers (Wattet al. 2006). Nevertheless, Euclidean distance is a mgauivariable to test
the presence of overland dispersal. According édifh cycle ofC. splendensgincluding both
stream-dwelling larvae and flying adults matingnglovatercourses) we supposed that in-
stream dispersal was the main dispersal pathwdy.p&tern andpstatistics confirmed this
assumption indicating that individuals mostly diggealong watercourses. Our results are
consistent with the study by Svenssatnal. (2004) inC. splendensand studies on another
zygopteran specie§oenagrionmercuriale(Wattset al. 2004; Wattset al. 2006; Wattst al.
2007), where isolation by distance was equally mego along watercourses. However,
overland dispersal was important as well and shapedjenetic structure at the catchment
scale. Flying adults or larvae (carried by floodsginating from nearby watercourses can
disrupt within-subcatchment genetic continuity byiting the upstream decline in genetic
diversity and by impeding genetic differentiatioetlween watercourses. Interestingly, the
lack of subcatchment differentiation, observed lmmer 400 km, has been detected in studies
dealing with freshwater insects at a much smatiates(less than 50 km). By definition, the
fractal geometry of a river network repeats spaiaterns (branching) at different scales
(catchment, subcatchment and stream). We can ttpecethe same genetic pattern to be
repeated at different spatial scales too, whichgests that the underlying model of
population structure may be somewhat more complittian those previously described for
these organisms (Hughesal. 1998; Schultheis & Hughes 2005).
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The lack of genetic structure with long distances de explained by overland
dispersal for IBD along watercourses and in-stre@gpersal for IBD with Euclidian distance.
An alternative hypothesis that we cannot discardhat the disruption of migration-drift
equilibrium is caused by the increasing effect oft dvith longer distances (Hutchinson &
Templeton 1999). Isolation by distance could o@upbng nearby but not among distant sites
until the system reaches migration-drift equililbniuStudying population genetic structure
over a broad geographic scale can imply non-eqiuihib conditions between drift and
migration (Boileawet al 1992; Hellberg 1995; Baer 1998; Castial 2001).

Population structure and conservation in river neti

The study of gene flow in river networks is of irgst for conservation purpose as it provides
insights about dispersal at the scale of a whatsyestem. The pattern and level of gene flow
can be strongly influenced by landscape structdeckmannet al. 1999; van Dyck &
Matthysen 1999) and the level of connectivity betwevatercourses (Wilcoast al. 2007).
For instance, in species capable of overland disthethe interaction between population
distribution and the bifurcation angles of branchea river network may play a key role in
regulating colonization to adjacent branches (Caetigbrantet al 2007). Fragmentation of
wetlands might affect the recolonization probaypibf stream reaches by overland colonists
(Bradley & Ormerod 2002) and isolate demes fronhesher. Despite its effect on gene flow
and spatial genetic structure, recolonization pgedeetween catchments or subcatchments is
poorly understood (Bohonak & Jenkins 2003; Malmpws al. 1991). Metapopulation
structures are theoretically expected in dynamierrnetworks for entirely aquatic species
(Fagan 2002; Lowe 2002) or freshwater insects (Bakoand Jenkins 2003) because of
drastic changes of environmental conditions sucficasls, droughts, or pollution that these

species experience and that could extirpate loopllations. In support to this view, the
genetic structure observed in the Loire River (s&ong lfST values and the lack of

geographical structure) could be explained by aapugiulation model (Hanski & Ovaskainen
2000). However, we could not investigate the o@nwe of colonization/extinction by testing
for bottleneck because we used dominant markers.

Altogether, results from earlier studies and ourdiings on overland dispersal
highlight the potential role of network structuren dhe regulation of dispersal and
colonization. They also outline the importance ekping or restoring wetlands between

watercourses, used as stopover or optional breesilieg; in order to maintain sufficient gene
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flow between populations and then limit extincti@te. More work is needed to investigate
how network geometry influences the resulting gengtructure of organisms with one and
two dispersal pathways. Models being able to mardifferential gene flow within and

between subcatchments, and to integrate the fragtaire of river networks would be

particularly helpful to analyse the functioningtbése systems.
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CHAPITRE V

Gene-Net : un programme simulant la dispersion et le flexggnes
sur un réseau hydrographique artificiel

Parallelement aux analyses précédentes, un progggmemmettant de simuler les flux
de génes sur des réseaux hydrographiques a étrélae chapitre traite du logici€ene-
Net développé afin de tester I'effet de la géométrierdseau hydrographique, (p. ex.:
longueur des segments et nombre de ramificatiansasstructure génétique des populations
chez les organismes dont la dispersion a lieutstnient le long des cours d’eau.

Ce programme constitue un outil intéressant pagiigkstionnaires, en apportant des
eléments de réponse sur (i) le mode de colonisafiam réseau hydrographique en fonction
des caractéristiques démographiques de I'esped&éiy(ii) la différenciation génétique des
populations sur le réseau. Ainsi il est possiblelégrminer les parametres géométriques du
réseau favorisant ou limitant le flux de geneseelgts populations.

Ce chapitre fera I'objet d’'un manuscrit en resowinis dans le journal « Molecular

Ecology Resources ».

103



Chapitre V

Gene-Net: an individual-based model to simulate dpersal and gene flow in synthetic

river networks

A. Chaput-Bardy; J. Secondj C. LemaireJand C. FleuraAt

! Laboratoire Paysages et Biodiversité, UFR Sciendesversité d’Angers, 2 bd Lavoisier,
49045 Angers cedex 01

Z Unité de Recherche Paysage, Institut National ditldture, 2 rue Le Nétre, 49045 Angers
cedex 01

Keywords: genetic structure, isolation by distancatichment, branching network, fractal,

freshwater organisms

"Corresponding author: Cyril Fleurant

Unité de Recherche Paysage, Institut National dieigture, 2 rue Le Notre, 49045 Angers

cedex 01, France
Fax: +33 2 41 22 55 28

E-mail address: cyril.fleurant@inh.fr

Running title: Simulation of gene flow in river meairks

104



Chapitre V

Abstract

Gene-Net tests hypotheses on genetic structuraeshwater organisms related to river
network geometry. Users synthesise river networld aopulation location, and select
demographic and genetic population parameters. d&twonfiguration is characterized by
the length and number of branches. Each individuaharacterised by its sex, its genotype,
and migration distance. Then, the program simuldisgersal and breeding along the river
network. Output genetic data are available for epdpulation at any time step in

ARLEQUIN format. A text file gives pairwise popuian genetic and geographic distances.

Gene-Net is freely available attp://www.inh.fr/pageperso/cfleuran/genenet/gehaimal
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River networks constitute spatially complex langegcalements that constrain the
movements of organisms whose dispersal is redrict¢he upstream-downstream axis of the
watercourse. Owing to the dendritic (i.e. branchisgucture of such networks, individuals
are distributed among different watercourses whmy tmove upstream, whereas they are
concentrated, joining at confluences, when they endewnstream (Power, Dietrich, 2002).
This means that genetic diversity is expected time upstream after each bifurcation of the
watercourse (Schmidtet al, 1995), and genetic differentiation to occur betwe
watercourses(Power, Dietrich, 2002). An isolatigndistance (IBD) pattern may develop
with distance along watercourse because gene Hawore likely to occur within a catchment
(Gibbs et al, 1998). However, predictions about gene flow apdtial genetic structure in
dendritic networks are not so straightforward. Gkow is influenced by the geometry of the
network, i.e., branches length, numbers of bifuocest (Campbell Grargt al, 2007; Loweet
al., 2006) as well as the scale ratio between dispersa networks size. How network
parameters generate deviations from IBD in lingatesns and affect spatial genetic structure
remains to be determined.

Individual-based models are particularly usefulldo investigate the influence of
river network structure on genetic processes (CathplGrant et al, 2007).
AQUASPLATCHE (Neuenschwanger, 2006) was the firaddel, based on differential
equations, developed to simulate colonization essanhatural river networks and to estimate
the resulting genetic diversity. Gene-Net is anvindial based model generating synthetic
river networks whose parameters are related to ralativer networkk. Contrary to
AQUASPLATCHE, it is specifically designed to inviggtte the effect of network geometry,
i.e. branches size and branching number, on spmieadtic structure for any organism whose
dispersal is restricted along watercourses. Adatiocharacteristics of this demo-genetic
model are to take explicitly into account the lfgele and the migration distance of
freshwater organisms. Migration does not only octwtween adjacent sites, unlike
AQUASPLATCHE, but can occur among several upstreardownstream nodes according
to the dispersal capabilities of the species.

Demographic simulations are performed along a sfithhetwork discretized into
evenly spaced nodes. Each node is connected torameo upper nodes (upstream) and one
lower node (downstream) to allow migration in balinections. Nodes and river network
characteristics are computed from a fractal rivetwork generation module. This module
needs four parameters that are enough to descfiaetal river network: two Horton’s ratios

Rs andR,, the maximum order of the river netwankand a scale factor. The scale factor is
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used to multiply the space-step (distance betweenniodes) in order to generate real size
networks. The precise position of a stream segmhin the whole river network can be
identified by its classification order. Many cldgsation systems have been put forward but
we decided upon Strahler's system (Strahler, 186¥)h is the most widely used.

The classification system is as follows (i) headsmtare first order stream segments, (ii)
when two stream segments within the same oaeri merge, the stream segment resulting
from this confluence is within ordeo= i+1, (iii) when two stream segments within different
orders,w = i andw = j merge, the stream segment resulting from ¢bisfluence is within
orderw = maxi,j). This classification can be put into mathematehation and sum-up by
equation (1),

w=max{w,w,)+ 3, (1)

wheredis the Kronecker index :

5 :{1 if w=w

0 if w#w,
Strahler's classification organizes the differegrmeents of a stream network into a hierarchy.
Consequently, the stream outlet will have the hsgledex value, corresponding to the river
network order. This classification puts forward @ed geometric laws. Among them,
Horton's laws (Horton, 1945) describe the way stre@tworks are organized (Fig. 1). These
laws express the so-called bifurcation rd®&oand length ratidR , also known as Horton's
ratios. A great number of experimental studiestogasn networks (La Barbera, Rosso, 1990;
Rossoet al, 1991; Tarbotoret al, 1990) revealed that these ratios are rather estabd
fluctuate between 3 and 5 fBg and between 1.5 and 3.5 far. The calculation of the fractal
dimension of a stream network varies accordinghéodbservation scale; the stream network
is therefore a multifractal object (Rodriguez-lteytRinaldo, 1997). Horton's laws also make
it possible to work out thBg andR,_ (equation 2).
Nk—l
Nk

RL=|=", R; =

k-1

()

WhereE is the average value of the morphometric length® ofder andN, is the number

of morphometric lengths @b order.

Then the fractal dimensidd can be computed by equation 3,

_log(Rs)
°- Iog(RL) ©)
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n=3

RN=3 RN:4

R =2 R =3 R =2 R =3
n=2 n=3

Fig. 1 A fractal river network with maximum order n = 3 is plotted for different values of its parametrs
Ryand R, (up). A fractal river network with Ry= 3 andR, = 2 is plotted for several values of the

maximum order n (down).

Populations located on the river network are chiaremed by the life cycle of the
study species. Life cycles are designed for fresbmarganisms restricted to watercourses,
with or without larval stages. Equation 4 was uded a freshwater insectCalopteryx
splendengHarris, 1782) as an example. Life cycle of thpe@es is composed by egg, larval,
immature adult and breeder stages. Each stagearaathrized by a survival rate that allows
the calculation of population growth ratéequation 4).

_ Segg X Sarvae X S|mmature X SDreeder>< f

2

A

(4)
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Where Sygg Sarvae, Smmarur@Nd Soreeder are respectively the survival rates of eggs, krva
immature adults, and breeders. The fertility réteepresents the number of eggs laid by a
female in average. Any life cycle can be simuldigdsetting survival to 1 for inappropriate
stages. A “time step” parameter for each life stagenplemented. By setting the appropriate
time step values, user can model an organism witerlapping or non overlapping
generations. For instance, in the Banded dams€lflgplendensadults live up 5 to 6 weeks
and their offsprings emerge the year after so geakerations do not overlap. In contrast, in
the Brown troutSalmo trutta fario,adults live up to 6 years and produce offspripgarly.
Thus, generations do overlap. When the simulatitamtss all individuals of the initial
population are adults.

The initial population is located on a segment Wwharder is set by the user. The
introduction site is then drawn at random amongreags within the same order. Individuals
are characterized by ten bi-allelic loci with a mtign rate of 18 like SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) markers (Brumfielt al, 2003). For the initial population,
heterozygosity is set by the user. A populationsgsia in individuals whose sex and alleles
are randomly drawn. Allele frequencies follow theidhlet distribution, which is assumed to
be independent (Pritcharet al, 2000). Hardy Weinberg equilibrium is assumed dach
population. The implementation of the life cyclejgplied sequentially by the reproduction of
individuals within a population and their survival different stages. When reproduction
occurs, females are fertilized by one male. An eggylts in the random sampling of one
allele from each parent. The size of populationgesdaoot exceed the carrying capacity
threshold K); if the number of adults after migration exce&dhen individuals in excessive
number will not produce eggs. The percentage oividdals that disperse from a node to
another in each generation is governed by the pateartmigration_rate” defined by the user.
This parameter allows upstream and downstream tiage The spatial migration process
leads to an increase in size of populations thatweeiginally under the carrying capacity
threshold. Boundary nodes (boundaries of the a¢chment) are linked to upper nil nodes.
For these nodes we consider that individuals dsspeut of the network. These special
conditions meet Dirichlet's boundary conditions whehe number of individuals remains
constant when the density threshold is reached.

Demographic and genetic simulation outputs aresdtorto text files for later use with

any data editing software. Information available égT among and between populatior%,.S

of any population andfIT values, and the regression slope between geographi genetic
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distances (Rousset, 1997). The Figure 2 showsodatien by distance pattern obtained using
the demographic parametersCdlopteryx splendens a river network whose parameters are
Ry = 3 andR_ = 2 andn = 3 after 100 generations. This software can kexl dsr many
freshwater species, such as aquatic plants, inseotkisks, crustaceans, fishes and mammals
(e.g. the European mink and brown trout examplestlan website) dispersing along
watercourses. Gene-Net outputs files provide ggmotylata of each population in the
ARLEQUIN format (Excoffieret al, 2005).

Generation = 100, slope = 8.315E-6

9 o
[+) Lo}
= o @ - o
= o]
) & o fe
[+] o] g o] [+}
o @ < o o

Fst/ (1-Fst)

0 200 400 600 500 1000 1200

Distance (m)

Fig. 2 Isolation by distance pattern inCalopteryx splendens. Estimates of pairwise differentiation are
plotted against distance. The regression slope is385¢° m™. River network parameters areRy = 3 and
R, =2 andn = 3.

Gene-Net is a freeware available on the website

http://www.inh.fr/pageperso/cfleuran/genenet/gehétal. The Java user-friendly graphical

interface allows setting up river network and papoh characteristics, to launch the
simulation and to visualize their output. Windowesion and Linux platforms are available.
The computing time is several minutes on a PC guupwith 2.2 GHz chip set, Intel(R)
Core(TM)2 duo CPU, 1.99 Go RAM, and for a set dd Irtdividuals in the initial population,
500 generations, andkavalue equal to 200 individuals.

110



Chapitre V

References

Brumfield RT, Beerli P, Nickerson DA, Edwards SMO(B) The utility of single nucleotide
polymorphisms in inferences of population histofyends in Ecology and Evolution
18, 249-256.

Campbell Grant EH, Lowe WH, Fagan WF (2007) Liviimg the branches: population
dynamics and ecological processes in dendritic omdsv Ecology LetterslO, 165-
175.

Excoffier L, Laval G, S. S (2005) Arlequin ver. 3.8n integrated software package for
population genetics data analygtsolutionary Bioinformatics Onling, 47-50.

Gibbs HL, Gibbs KL, Siebenmann M, Collins L (1998gnetic differentiation among
populations of the rare mayflgiphlonisca aerodromidleedhamJ. N. Am. Benthol.
Soc.17, 461-474.

Horton RE (1945) Erosional development of streanmsd aheir drainage basins,
hydrographical approach to quantitative morpholdggological Society of America
Bulletin 56, 275-370.

La Barbera P, Rosso R (1990) On the fractal dinoensf stream network&Vater Resources
Researcl?6, 2245-2248.

Lowe WH, Likens GE, Power ME (2006) Linking scalasstream ecologyBioScienceb6,
591-597.

Neuenschwanger S (2006) AQUASPLATCHE: a progransitoulate genetic diversity in
populations living in linear habitatdolecular Ecology Note§, 583-585.

Power ME, Dietrich WE (2002) Food webs in riverwetks. Ecological Research7, 451-
471.

Pritchard JK, Stephens M, Donnelly P (2000) Infeeerof population structure using
multilocus genotype dat&eneticsl55 945-959.

Rodriguez-lturbe I, Rinaldo A (199Fractal river basinsCambridge Unviversity Press.

Rosso R, Bacchi B, La Barbera P (1991) Fractatioglaof mainstream length to catchment
area in river networkd/Vater Resources Researzh 381-387.

Rousset F (1997) Genetic differentiation and edtonaof gene flow fromF-statistics under
isolation by distanceseneticsl45 1219-1228.

Schmidt SK, Hughes JM, Bunn SE (1995) Gene flow rmgnoonspecific populations of
Baetisspp. (Ephemeroptera): adult flight and larvaltddf N. Am. Benthol. So&4,
147-157.

111



Chapitre V

Strahler AN (1957) Quantitative analysis of watexstgeomorphologyEOS, Transactions
AGU 38, 913-920.

Tarboton D, Bras R, Rodriguez-lturbe | (1990) Commen "on the fractal dimension of
stream networks" by La Barbera and Rossfter Resources Resear2h, 2243-
2244,

112



Chapitre V

Acknowledgments
We thank Guillaume Chapron, Eric D’Arlhac and ChnerlRetore for their help. This study
was supported by the Région Pays de la Loire. Wegaateful to Alexandre Robert for

providing helpful comments on the manuscript.

113



Chapitre VI

CHAPITRE VI

Conclusion générale et perspectives

L'objectif de ce travail était de déterminer I'inéince de I'hétérogénéité de I'habitat et de la
structure des réseaux hydrographiques sur les téastiues phénotypiques, les
déplacements des individus et le flux de geneLd®pteryx splendendl s’agit a notre

connaissance de la premiére étude menée a I'éahiefiebassin versant, sur des populations
naturelles. En dépit de la complexité des intepasti entre les multiples variables
environnementales (caractéristiques physico-chiesiqet biotiques de [I'habitat) et les
caractéristiques de l'espece étudiée (biologie ététique de l'espece), il a été mis en

evidence cheZalopteryx splendersur le bassin moyen de la Loire :
- Une distribution discontinue sur les cours d’eau.

- Un cline morphologique entre 'amont et I'aval dasbkin versant probablement en
relation avec les variables environnementalesgtapérature et le pH de I'eau

influencant le développement des individus.

- L’absence d’une relation entre la taille des indiing et les capacités de dispersion.
La survie et la densité des individus sont certaigr les facteurs déterminants de
la dispersion, ce qui suggére un patron de vanatiscret et non continu de la

dispersion sur le réseau hydrographique.

- L’existence d'un isolement par la distance et d’'forée structuration génétique a
l'intérieur du bassin versant, mais l'absence dtéat génétiques clairement
définies. Ce qui peut étre expliqué par la présatedlux de génes entre sous-

bassins et une structure en métapopulation a léctle réseau hydrographique.

Ce travail a également permis de développer leieigsene-Net, simulant le flux de
genes sur des réseaux hydrographiques artificaais ld taille et le nombre de ramifications

peuvent varier a volonté.
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Les principales perspectives que cette étude ptaaitede formuler sont maintenant
présentées.

Effets de la géométrie des réseaux hydrographiques de I'hétérogénéité de

I’habitat sur les organismes aquatiques

Simulations sur le bassin versant de la Loire

Des simulations démo-génétiques seront réaliséesec alAQUASPLATCHE
(Neuenschwanger, 20Q&ur le bassin de la Loire, afin de :

- Comparer les résultats génétigues obtenus ch€z Bplendensvec les sorties
données par les simulations.

- Vérifier si les isolements par la distance en urenedeux dimensions peuvent étre
obtenus sur le bassin versant avec une dispersimuaement le long des cours
d’eau.

- Déterminer sous quelles conditions une structuredtigue refleterait la structure
géométrique du réseau hydrographique (structurétiggre en sous-bassins).

- Comparer les différentes histoires évolutives desgoeurs AQUASPLATCHE
autorise une approche multimarqueurs permettantester différentes histoires
évolutives. Ainsi, des marqueurs avec des taux deations différents peuvent
étre générés et l'influence du bassin de la Loinelss différents parametres de
génétique des populations peut étre étudiée (digegenétique, structure des

populations, isolement par la distanet,).

Les simulations sur Gene-Net (réseaux hydrographiques artificiels) et
AQUASPLATCHE (réseaux hydrographiques naturels : vectorisatiobassin versant de la
Loire) permettront de tester I'effet de la géonedttu réseau sur la structure génétiqgue des
populations afin de vérifier les hypothéses sowdswdans la littérature :

- La diversité génétique diminuerait chez les poputat isolées en amont parmi

lesquelles un risque d’extinction plus importartt asendu (Schmidéet al, 1995;
Hanfling et al, 2006).

115



Chapitre VI

- La différenciation génétique serait plus importaatdre les sous-bassins qu’au
sein d’'un méme sous-bassin (Poweal, 2002).

La géométrie des réseaux sera fonction des traanmedres (R Rc et n) décrits dans le

chapitre précédent. Il est possible des a préserdétierminer la variation de la structure
géneétique en fonction du nombre de ramificatiodeeta taille du réseau hydrographique. De
plus, il est possible d'observer les dynamiquesalenisation d’'un bassin versant selon le

nombre et la localisation des individus.

Gene-Net et AQUASPLATCHE sont, pour le moment, congus pour des organismes
inféodés au cours d’eau effectuant uniqguement éetadements longitudinaux. A terme, il
serait intéressant de développer une méthode sambries individus a se déplacer entre les
branches du réseau hydrographique pour se rapprdebeconditions de I'étude (p. ex. : flux
de genes le long et entre les cours d’eau).

La structure des réseaux hydrographiques, les esgae perturbations (p. ex. : crues
et étiages) et les caractéristiques biologiquediopteryx splenden§. ex. : distribution
discontinue des individus, capacités de disperinitées et tendance a la grégarité) sont
favorables a une dynamique de type métapopulatiez cette espéce sur le bassin versant.
Cependant, I'identification des populations soureguits, ainsi que le sens du flux de genes
doivent étre déterminés pour appuyer I'hypothéséadsructure en métapopulation chez
splendensGene-Net et AQUASPLATCHE ne permettent pas d’étudier une dynamique de
type métapopulation sur les réseaux hydrographidoesffet, ces programmes simulent la
colonisation des populations et non leur extinctaia une variation stochastique des
parametres démographiques (capacité de milkeu,variable). Afin de confirmer un
fonctionnement en métapopulation sur le bassinadéolire, en mettant en évidence des
évenements d’extinction locale, une analyse deegadiétranglement pourrait étre réalisée
sur des marqueurs microsatellites. L’équipe d’Bvensson, a I'Université de Lund (Suéde),
est actuellement en train de développer des marsjueicrosatellites che€. splendengui

permettront de faire ces analyses.

Effet de I'hétérogénéité de I'habitat

Si la température et le pH de I'eau influencentéxeloppement des larves et par
conséquent la taille des adultes, il semblerait lggecaractéristiques de la berge et plus
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particulierement la ripisylve n’affectent pas Iatdbution ni le développement des individus
étant donné que les adultes aériens ne sont paédinans leurs déplacements. Cependant,
d’apres nos observations lors de I'étude sur l&ibiigion deC. splendensdes boisements
denses sur les cours d’eau seraient défavoralleepr@ésence de I'espéce. Tous les facteurs
environnementaux ne sont pas maitrisés dans caltte/thése. C'est le cas notamment des
facteurs biotiques, tels que la densité de praiedeoprédateurs, qui sont susceptibles de faire
varier la distribution et 'abondance des individus le cours d’eau (voir Chapitre I). Il était
impossible, lors de I'étude de linfluence des geats environnementaux sur la taille des
individus, de quantifier la densité de proies etpdédateurs sur les 33 sites du bassin de la
Loire. En effet, nous avions une contrainte de ®@tant donné que les individus émergeant
en juin sont plus grands que ceux émergeant en(Atkihson, 1994).

Suite a I'étude sur la structure génétiqueGdesplendensur le bassin versant de la
Loire (Chapitre 1V), nous avons tenté d’étudier descontinuités génétiques en relation avec
le paysage grace au logicBARRIER (Manni et al, 2004). Cependant, l'interprétation des
résultats aurait été spéculative, car les 5 basisignificatives, données par le programme, ne
pouvaient étre associées a des caractéristiguegragpdiques (Fig. 1). De plus, des
précautions doivent étre prises avec ce logiciasda mesure ou la sélection du nombre de
barrieres a tester releve du choix de l'utilisatetmon d'un test statistique. Nous avons
également utilis&®WOMBSOFT (Cridaet al, 2007), mais les données n’étaient pas adaptées
au logiciel qui n'a pas pu réaliser les calculsdinble que ces méthodes d’analyses utilisant
des outils géométriques ne soient pas adaptéesliatidoution dichotomique et discréte des
individus sur un bassin versant, mais a un échamtihge continu sur un linéaire, comme
c’est le cas pour I'étude sur la structure génétichiez la perche jaunieerca flavescengeur
le fleuve Saint-Laurent (Leclewt al, 2008). Enfin, cheZ. splendendes déplacements des
adultes aériens ne sont probablement pas limitéggmbarrieres géographiques empéchant
ainsi la détection de discontinuités génétiques Isubassin versant. Toutefois, il reste a
évaluer la fréequence des déplacements hors dwrégdeographique.
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Fig . 1. Localisation des 5 barrieres génétiquesr(e€ouleur) calculées a partir du logicieBARRIER basé

sur I'algorithme de maximum de différences de Monmoier.

D’autres modules devraient étre développés afirpalevoir simuler les différents
types de dispersion (en une ou deux dimensions) qire les barrieres a la dispersion sur les
réseaux hydrographiques. Par exemple, la dispelsitong des cours d’eau présenterait un
coefficient de friction plus faible par rapport a dispersion entre les cours d’eau, pour les
organismes inféodés au cours d'eau. De plus, ceffigents pourraient varier selon la
densité de milieux temporaires d’accueil (repromuncbu étape) entre les cours d’eau, qui
faciliteraient les déplacements transversaux. Lagpe développée dans le logiciel
SPLATCHE (Currat & Ray, 2004) prend en compte des coeffisiate friction lors des
simulation de la migration, cependant il s’agitdigpersion dans des milieux non vectorisés
(model de pas japonais en deux dimensions), costnaint aux réseaux hydrographiques. La
dispersion surAQUASPLATCHE a lieu dans des milieux vectorisés, mais le l@ici
n’integre pas de coefficient de friction entre émsirs d’eau étant donné que la dispersion a

lieu uniquement le long des cours d’eau.

L'importance des déplacements entre les cours dfeaules adultes aériens sera

guantifiee a l'aide une étude de capture-marquagepture, en émettant I'hypothése
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suivante : plus les réseaux hydrographiques sanifiés et plus les possibilités d’échanges

entre les cours d’eau augmenteraient.

Analyses en cours des questions paralleles aux réats de thése :

Traitement des données génétiques par sexe, misgi@ence d'une potentielle dispersion

biaisée en faveur des femelles

Chez les mammiféres, le sexe qui disperse seraiXe dont le temps de maturation
est le plus long (Johnson, 1986). Cette théorigrpdis’appliquer aux demoiselles. En effet,
les femelles demoiselles ont une période de matarailus longue durant laquelle elles
évitent les cours d’eau (Corbet, 1999). De plus féenelles sont souvent a I'écart des cours
d’eau pour se nourrir et éviter d’étre harceléadgmmales, alors que les males ont tendance
a rester au bord de I'eau pour défendre leur tereit Les femelles ont donc plus de chances
de trouver sur un site de ponte favorable difféedmntelui ou elles ont émergé (Conedal,
2002; Beirinckxet al, 2006). L’hypothése que les femelles soient sugiep de plus se
déplacer que les males a déja été émise chez ynisigspeces de demoiselles (Coretdl,
1999). CheZL. splendena dispersion aurait di étre biaisée en faveurfeteslles, or I'étude
de capture-marquage-recapture a seulement mongréendance des femelles a couvrir une
plus grande distance. Si les femelles contribuérd pu flux de genes, un IBD sur une plus
grande distance devrait étre observé chez les lesnglar rapport a celui des males.
Cependant, on peut considérer les AFLP comme §&bantipalement des marqueurs
nucléaires donc a hérédité biparentale. Par coeségen dépit d’'une dispersion biaisée en
faveur des femelles, les analyses par sexe penegnmas montrer de différences de structures

génétiques entre les sexes.

Un isolement par la distance a été mis en évidenlmrmg des cours d’eau et suivant la
distance Euclidienne, représentant généralemendid@ance entre les cours d’eau. Les
analyses génétiques ont éte réalisées pour lese338r le bassin de la Loire et pour les deux
sexes confondus. Les mémes analyses des donnééfiggés précédemment meneées

(estimations de& sy, détermination deK populations et test d’'un IBD) seront réalisées par

119



Chapitre VI

sexe, afin de vérifier si les résultats sont simgka a ceux obtenus pour les deux sexes

confondus.

L’analyse de marqueurs mitochondriaux, a hérédifgpgsée maternelle, permettrait
de vérifier cette hypothése. Mais, la comparaiserstuctures génétiques entre marqueurs

différents doit étre faite avec précaution.

Etudes des marqueurs potentiellement sous sélection

Suite a I'analyse des marqueurs AFLP a&®IST, 18 locus « outliers » sur 87 ont
éte détectés. Par conséquent, ces locus sont ipiEanént sous sélection naturelle. Afin de
tester si ces «outliers » sont associés aux Vasiabnvironnementales, des régressions
logistiques multiples pourraient étre réaliséesectets fréquences alléliques par locus « sous
sélection » et les paramétres environnementauxsiJeb al, 2007). Les variables
environnementales utilisées seraient celles du i@bdp: les caractéristiques de la berge (la
couverture végétale et la pente de la berge) atdesctéristiques du cours d’eau (I'ordre du
cours d’eau, le type de substrat, la concentraionitrate, la température et le pH de I'eau).

Cependant, il faut que le modéle logistique tiecommpte de la position géographique
des individus, car certaines variables physico-aies varient graduellement entre 'amont
et I'aval tout comme l'isolement par la distanca.distance agit donc comme une covariable.
Une solution alternative serait de comparer moins sltes dont les parametres
environnementaux sont plus contrastés au lieu tyaeales 33 sites sur la totalité du bassin

versant.

Taille des individus et période d’émergence, existen effet cohorte ?

Chez de nombreuses familles dinsectes, la taiks @dultes dépend de la période
d’émergence (Atkinson, 1994). Généralement, plasrdividus émergent tardivement dans
la saison de reproduction plus la taille des adudiminue (Atkinson, 1994). C’est notamment
le cas des odonates (Corbet, 1999). Chez les eseuatiques, ce phénomene peut
s’expliquer par I'exposition des derniers stadevdimes a des températures plus élevées
engendrant un colt métabolique et par conséquemttaitie plus petite a I'émergence
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(Sweeney & Vannote, 1987). Le facteur temps (dateapture) a été pris en considération

lors de notre étude sur les analyses morphologicuerCalopteryx splendens

Suite a la session de capture en juin 2004 lorslI'éede sur les varaitions
morphologiques, les 33 sites en aolt 2004 ontedtsités et 30 individus par site ont été
échantillonnés lorsque les demoiselles étaienteptés. Sur les 33 sites, seulement 6
comportaient des individus. La taille des individugété comparée entre les deux sessions de
captures (juin et aolt) pour les 6 sites. La tadks individus capturés en ao(t était
significativement plus petite que la taille desividlis capturés en juillet, pour les méles et

pour les femelles (Tableau 1 et Fig. 2).

Tableau 1. Effets du site et de la session de capsur la taille des individus (résultats de '’ANOMA pour

chaque sexe).

SC DDL MC F P
males
site 15.0072 5 3.001 4,939 0.0003
session 44,5757 1 44576 73.354 0.0000
interaction 18.1502 5 3.630 5.974 0.0000
erreur 128.8271 212 0.608
femelles
site 5.93211 5 1.186 1.709 0.1372
session 15.55157 1 15.552 22.402 0.0000
interaction 7.38793 5 1.478 2.128 0.0662
erreur 88.16486 127 0.694
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Fig. 2. Taille des méles (en haut) et des femell@n bas) par site et par session (juin en noir ebét en

gris).

En aodt, la plupart des sites sont dépourvus diidds, diminuant les chances de
trouver des partenaires pour la reproduction ssirsiees voisins. Par conséquent, il serait
intéressant d’analyser la structure génétique widisidus échantillonnés pour ces 6 sites en
juin et ao(t et de comparer cette structure gémeétay celle obtenue pour les 33 sites. En
supposant que le temps de développement resteanbnstest-a-dire que les individus
émergent a la méme période d’une génération ad’auhe structuration génétique plus forte

est attendue sur ces 6 sites au mois d'ao(t.
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Résumé

Les réseaux hydrographigques sont caractériséseparstructure hiérarchique de type dendritique
(ramifié) et I'hétérogénéité spatio-temporelle dilien. En effet, 'hétérogénéité de I'habitat ses|
cours d’eau varie selon le temps (variations saigoes), la dimension longitudinale (caractéristgju
physico-chimiques et courant) et la dimension &&(connectivité entre le cours principal et les
annexes hydrauliques). Ces variations des parasnetrdronnementaux sont soit graduelles le long
des branches du réseau hydrographique (gradiesiqohghimique, courant), soit discrétes entre les
branches du réseau (diversité de I'habitat). Liacttire du réseau hydrographique va, par conséquent,
influencer la distribution, les déplacements effllx génique des organismes inféodés aux cours
d’eau. Les objectifs de cette thése étaient derté3tl'effet de la topologie du réseau hydrograple

sur la dispersion et le flux de genes, et (ii)féefdes variations environnementales sur la digtion

et les traits phénotypiques des individus liés didpersion. Pour répondre a ces objectifs nousasavo
utilisé une approche empirique, en menant notr@eéur le bassin moyen de la Loire chez une espéce
de demoiselle, I€alopteryx splenden@donates : Zygopteres). Parallelement nous adéusloppé

un modele théorique permettant de simuler la disperet le flux de génes sur des réseaux
hydrographiques artificiels. Ainsi nous avons mis @vidence une distribution discontinue des
individus sur le cours d'eau et un cline morphalpg sur le bassin de la Loire entre 'amont etdlav
Ce cline est lié aux caractéristiques physico-chiires de I'eau. Ces variations morphologiques
n'influencent pas les capacités de dispersion, mfféctent la survie des individus. La survie et la
densité sont les facteurs déterminants de la diggechezC. splendensLes analyses génétiques ont
montré un isolement par la distance et une forigcttration génétique sur le bassin versant, mais
'absence d’entités génétiques clairement défiresi peut étre expliqué par la présence de flux
de génes entre les sous-bassins et une structurenéapopulation a I'échelle du réseau
hydrographique. Ces résultats sont les premieenabta I'échelle d’un bassin versant tel que lae_oi
sur des populations naturelles. L'étude a égalemperis de réaliser le logici€ene-Net testant
'effet de la géométrie des réseaux hydrographigsies la structure génétique des populations
d’organismes d’eau douce.

Mots clés :paysages dendritiques, flux génique, dispersiaméiisation, insectes aquatiques

Abstract

River networks are characterised by a hierarchioednching structure and spatio-temporal
heterogeneity. Indeed, longitudinal (physico-cheihjgarameters, water flow), lateral (connectivity
between the main course and secondary channeld)neadimensions (seasonal variations) influence
habitat heterogeneity. These variations in enviremia parameters are gradual along branches
(physico-chemical gradients) or discrete betweeandiies (habitat heterogeneity) of the river
network. Then landscape structure influences Oigion, dispersal and gene flow of freshwater
organisms. This work aimed to test (i) the effettiger network geometry on dispersal and gene
flow, and (ii) the effect of environmental variat® on distribution and phenotypic traits related to
dispersal. We used empirical and theoretical aghres by studying a damselfly speci€slopteryx
splendens(Odonata: Zygoptera) across the River Loire atiihd an individual based-model to
simulate gene flow in synthetic river networks. mha&e showed a discontinuous distribution of
individuals along watercourses and a morphologiliaé across the Loire River. This cline was due to
physico-chemical characteristics of water. Morpgadal variations did not influence dispersal
abilities but affected survival. Survival and deiesi were the main factors influencing dispersaCin
splendensGenetical analyses showed an isolation by distgrattern and a strong genetic structure,
but no genetic groups were defined in the catchnidmdse results can be explained by overland gene
flow between watercourses and a metapopulatiorctsiiel at the catchment scale. This is the first
study performed in a large river network in envirmmtal conditions. Furthermore we realised the
Gene-Net software to test the effects of the river netwank population genetic structure of
freshwater organisms.

Keywords: dendritic landscape, gene flow, dispersal, madg|lfreshwater insects



