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PREAMBULE : DE L’ECHELLE MACRO- A

L’ECHELLE MICRO-EVOLUTIVE

Le flux de génes est défini comme le passage des geénes par reproduction d’un groupe
d’organismes a un autre. Il peut se faire au travers des frontieres de I’espece (flux de genes
interspécifique) ou a [Dintérieur d’une espéce, entre populations (flux de genes
intraspécifique). Ces deux modalités de flux de geénes peuvent étre conditionnées par des
facteurs endogeénes (sélection sexuelle ; capacité dispersive de I’espece) et/ou exogénes. Dans
ce dernier cas, le paysage peut par exemple jouer un role positif (corridor) ou au contraire
négatif (barriere a la reproduction ; barriere a la dispersion) sur le maintien des ressemblances
génétiques entre individus.

Les amphibiens sont retrouvés sur tous les continents excepté 1’ Antarctique. Ils exhibent
une grande diversité de stratégies de reproduction et des traits d’histoire de vie. Ce sont les
tétrapodes actuels les plus primitifs. Il est alors attendu que de nombreuses barrieres
prézygotiques et postzygotiques se soient mises en place. Pourtant, malgré des divergences
génétiques importantes, beaucoup d’espéces continuent a échanger des génes. Il apparait,
entre autres que la diversité des formes, des couleurs et des comportements ne permet pas
toujours la mise en place de barrieéres prézygotiques complétes. De plus, la plupart des
amphibiens de milieu tempéré se rassemblent dans des mares de taille restreinte pour se
reproduire, favorisant I’occurrence de croisements interspécifiques, et donc d’hybridation.

La philopatrie des amphibiens et leurs capacités dispersives limitées contribuent souvent a
structurer les populations ; les amphibiens sont les vertébrés montrant les plus forts niveaux
de différenciation génétique entre populations. En particulier, les espéces a cycle de vie
biphasique sont réguliérement contraintes de se déplacer d’un habitat aquatique a un habitat
terrestre. Les amphibiens représentent donc un modele de choix pour 1’étude de la génétique
des populations et de I’influence des éléments paysagers sur le flux de génes entre populations
(i.e. génétique du paysage). La grande variabilit¢ des milieux qu’ils occupent est une
occasion pour explorer les adaptations locales, et plus particulicrement, les relations

complexes entre flux de geénes neutre et sous sélection.



Dans cette these, les phénomenes de flux de geénes neutre et sous sélection a 1’échelle
macro- et microévolutive seront étudiés chez deux especes de tritons, le triton palmé et le
triton ponctué, dans un paysage particulier : la vallée alluviale. Cette thése s’inscrit dans le
plan Loire Grandeur Nature. Elle est financée en partie par la DIREN Pays-de-Loire qui
coordonne les travaux d’études et de gestion sur les annexes hydrauliques de la Loire. La
DIREN souhaitait notamment connaitre 1I’impact du fleuve, d’une part sur la distribution des
communautés d’amphibiens des annexes hydrauliques de la Loire (I’étude réalisée n’est pas
présentée dans la thése, mais disponible sur demande) et d’autre part, sur la connectivité des

populations d’une espéce modele d’amphibien.
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CHAPITRE [ — ETAT DE L ’ART

1 - L’hybridation et I'isolement reproducteur ou
comment maintenir son intégrité face a un flux

de génes

L’étude de I’hybridation

Depuis I’exploration de 1’origine des especes par Charles Darwin (1859), I’hybridation et
I’étude de la spéciation ont fait I’objet de nombreux débats (Coyne & Orr 2004). Alors que les
zoologistes, tels que Theodosius Dobzhansky (1937) et Ernst Mayr (1942), considéraient les
animaux hybrides comme « rares » ou « exceptionnels », les botanistes ont tres tot considéré
I’hybridation comme un mécanisme répandu, générateur important de diversité génétique et
donc comme un processus évolutif important (Stebbins 1950). Les progres de la biologie
moléculaire ont permis de multiplier les recherches sur I’hybridation pour des systémes
biologiques tres divers (Mallet 2005). L’hybridation dans la nature se révele plus commune
que ce que 1’on supposait a I’origine. Elle impliquerait approximativement 10% des espéces
animales et 25% des especes végétales (Mallet 2005). Lorsque I’hybride est viable et fertile,
le flux de geénes peut quelquefois franchir les barrieres de ’espece par le biais des
rétrocroisements (ou backcross) avec 1'une ou les deux especes parentales (Rieseberg &
Wendel 1993). L’incorporation de génes d’une espece dans le complexe génique d’une autre a
travers I’hybridation a ét¢ nommée introgression par Anderson & Hubricht (1938).

Depuis les cinquante derni¢res années, 1’étude de I’hybridation et de 1’introgression ont
permis de mieux mettre en évidence les différentes composantes de 1’isolement reproducteur
entre especes (Ramsey er al. 2003), ainsi que la facon dont les flux de genes et la
recombinaison peuvent agir pour générer de nouveaux haplotypes facilitant I’adaptation
(Arnold 1997). Les zones hybrides représentent a ce titre un outil privilégié pour étudier les
processus de divergence entre lignées, et les mécanismes limitant les échanges génétiques
pouvant aboutir a la spéciation, ou au contraire la rencontre d’entités plus ou moins

différenciées.
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Les  barriéres d’isolement reproducteur chez Iles
amphibiens

Le concept biologique de l'espéce (Mayr 1942) s'appuie enti¢rement sur ’isolement
reproducteur, c'est-a-dire 1'ensemble des facteurs biologiques (barriéres) qui vont empécher
les membres de deux especes distinctes d'engendrer une progéniture viable et féconde.
Dobzhansky (1937) distingue les barrieres intervenant avant I’accouplement ou la fécondation
(barrieres prézygotiques) des barrieres intervenant apres (barrieres postzygotiques) (cf-

encadré 1).

Encadré 1 : Les barriéres d’isolement reproducteur (Coyne & Orr 2004)

Les barrieres prézygotiques

- I’isolement écologique ou d’habitat lorsque dans une méme région géographique, les
populations occupent des habitats différents.

- D’isolement saisonnier ou temporel, lorsque la copulation a lieu a des moments différents.

- D’isolement sexuel ou éthologique, lorsque I’attraction sexuelle entre membres d’espéces
différentes est faible ou nulle.

- I’isolement mécanique, lorsqu’une incompatibilité anatomique entre organes génitaux
empéche la fécondation.

- D’isolement gamétique. Chez les organismes a fécondation externe, les gametes males et
femelles d’especes différentes peuvent ne pas s’attirer les uns avec les autres. Chez les
organismes a fécondation interne, les gametes d’une espéce peuvent étre inaptes a survivre

dans les conduits génitaux d’une autre espece.

Les barrieres postzygotiques

- lalétalité des hybrides lorsque la viabilité des zygotes hybrides est réduite ou nulle.

- la stérilité des hybrides lorsque les hybrides F; d’un sexe, ou des deux, sont incapables de
produire des gametes fonctionnels.

- la dégénérescence des hybrides lorsque la viabilité ou la fertilit¢ des hybrides de

deuxieme génération (F;) ou de rétrocroisements est réduite.
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Parmi les barricres prézygotiques les plus efficaces chez les amphibiens, 1’isolement
¢cologique est souvent reporté. Par exemple, chez les grands tritons, alors que leurs habitats
sont similaires en allopatrie, en sympatrie les tritons marbrés Triturus marmoratus sont
retrouvés en terrain vallonné et boisés et les tritons crétés 7. cristatus en milieux plats et
ouverts (Schoorl & Zuiderwijk 1981). Leur période de reproduction est aussi décalée (Bouton
1986). L’isolement sexuel des amphibiens se base souvent sur plusieurs signaux de
reconnaissance (e.g. visuel, auditif, sensoriel, Duellman & Trueb 1994). De nombreuses
especes utilisent des phéromones intervenant dans la communication chimique (Osikowski et
al. 2008; Palmer et al. 2005; Rajchard 2005). Chez les urodeles, les comportements de parade
sont tres ¢€laborés et montrent des différences entre espeéces proches (Sparreboom 1986;
Wambreuse 1984; Zuiderwijk 1990). Les barrieéres mécaniques et gamétiques sont citées de

fagon plus anecdotique (Beachy 1996; Islam et al. 2008).

Les barrieres postzygotiques chez les amphibiens semblent particulierement perméables.
Leurs faibles taux d’évolution moléculaire sont probablement responsables de la diminution
d’incompatibilités génétiques entre especes (Martin & Palumbi 1993; Wilson et al. 1974). Les
travaux d’Avise et al. (1998) montrent que la spéciation chez les amphibiens est généralement
un phénomene plus long que chez les autres vertébrés. Des expériences de croisements
menées chez 92 espeéces de crapauds révelent qu'un temps de divergence important (voir
Malone & Fontenot 2008) est nécessaire avant que I’isolement reproducteur soit complet. Les
tritons européens ont eux aussi montré leur capacité d’hybridation naturelle (Arntzen et al.
1998; Arntzen et al. 2009; Babik et al. 2005a; Maletzky et al. 2008; Mikulic¢ek et al. 2004) ou
par croisements expérimentaux (Benazzi 1957; Braaksma 1948; Cogalniceanu 1994; Mancino
et al. 1978; 1979; Ragghianti et al. 1980; Spurway & Callan 1960). L’isolement postzygotic
peut affecter les hybrides des deux sexes, voire d’un seul. D’aprés la régle de Haldane
(1922), lorsque un sexe est absent, rare, ou stérile, parmi les hybrides de premicre génération
(i.e. F1) de deux taxons animaux, il s’agit du sexe hétérogamétique (i.e., XY or ZW). De
nombreux exemples chez différents taxons ont alimenté cette régle trés empirique et plusieurs
hypotheéses ont €té avancées pour en expliquer les fondements génétiques (voir Coyne & Orr
2004). Par exemple, chez les tritons, les males constituent le sexe hétérogamétique (XY)
(Hillis & Green 1990). Arntzen et al. (2009) ont détecté un exces de femelles (72%) chez des
hybrides issus du croisement naturel entre tritons marbrés Triturus marmoratus et crétés T.

cristatus.
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L’influence de I’environnement sur l’introgression

La maintenance de I’intégrité de deux especes, ou au contraire le potentiel créatif de
I’hybridation naturelle, dépend de la production de génotypes recombinants qui présenteront
ou non une meilleure valeur sélective (i.e. fitness) que leurs parents. La valeur sélective de
I’hybride peut étre influencée par la sélection endogene ou exogene (cf. encadré 2). Par
exemple, la sélection exogene exercée sur les sonneurs est a 1’origine de la formation d’une
zone hybride en mosaique ; les sonneurs a ventre de feu Bombina bombina se reproduisant
dans des vallées et prairies alluviales (plutot adaptés aux milieux semi-permanents) et les
sonneurs a ventre jaune B. variegata, dans des flaques de plateaux (plutdt adaptés aux milieux
temporaires) (Vines et al. 2003; Yanchukov ef al. 2006). Les salamandres tigrées Ambystoma
tigrinum mavotium et A. californiensis forment une zone hybride qui dépend de I’hydrologie
et I’écologie de la mare (Fitzpatrick & Shaffer 2004). Ce type de zone hybride est aussi
documentée chez les grenouilles vertes en Europe (Pagano ef al. 2001) ou encore chez les

crapauds Bufo americanus et B. fowleri en Ontario (Green & Parent 2003).

Encadré 2 : la sélection endogéne et exogéne

La sélection endogene

Elle impose le maintien de différents alleéles dans différents fonds génétiques par le biais
d’interactions incompatibles a I’intérieur du génome (irrégularités méiotiques, anormalités
physiologique ou de développement...). La sélection endogéne peut aboutir au
développement de zones de tension (Barton & Hewitt 1985), dans lesquelles les clines étroits
sont maintenus par un équilibre entre immigration d’individus purs et sélection contre leur

progéniture hybride.

La sélection exogene

Elle impose le maintien de différents alleles dans différents environnements par le biais de
compromis (trade-offs) liés a ’adaptation locale. La distribution des génotypes a I’intérieur
de la zone de contact est donc gouvernée par 1’adaptation aux différents environnements
(Burke & Arnold 2001). Elle est susceptible d’apparaitre dans une zone hybride en
mosaique dans laquelle différentes populations ségrégent spatialement selon la distribution

des habitats (Endler 1977).




CHAPITRE [ — ETAT DE L ’ART

L’influence de [I’environnement sur les probabilitéts de croisements
interspécifiques

Pour diverses raisons, la littérature regorge d’exemples pour lesquels I’environnement,
joue un rdle sur les probabilités de reproduction avec un partenaire hétérospécifique.

La perception des signaux de reconnaissance spécifique est directement liée a la qualité
de I’habitat. Les habitats aquatiques sont particulierement intéressants. En effet, les signaux
visuels dépendent d’une combinaison entre le spectre de lumiere transmis a travers I’habitat
terrestre, et le spectre résultant des caractéristiques optiques de 1’eau (Endler 1990; 1991).
L’efficacité des signaux olfactifs dépendra des caractéristiques chimiques de 1’eau comme le
pH ou la quantité d’acide humique (Fisher e al. 2006; Heuschele & Candolin 2007; Hubbard
et al. 2002). Ainsi, chez les cichlides du Lac Victoria, les mécanismes d’isolement
reproducteur basés sur la couleur sont atténués dans les eaux rendues turbides par les activités
humaines (Seehausen et al. 1997). Chez les salamandres tigrées Ambystoma tigrinum
mavortium et A. californiense, la fréquence des alleles introgressés est plus €levée dans les
mares artificielles (turbides et eutrophes) que dans les autres types de mares saisonnicres
(Fitzpatrick & Shaffer 2004).

Lorsqu’une espéce est plus abondante que 1’autre, la rareté d’un partenaire conspécifique
augmente la fréquence d’accouplements hétérospécifiques (Hubbs 1955; Randler 2002;
Secondi et al. 2006). Une espece peut étre rare en bordure de son aire de répartition (Brown
1984; Brown et al. 1995), parce qu’elle explore de nouveaux habitats (Cordero & Summers-
Smith 1993) ou par impact anthropique. Par exemple, la déforestation et la fragmentation de
I’habitat dans la Cordillere des Andes colombienne sont responsables de la décimation des
populations de passereaux, de la difficulté a trouver un partenaire conspécifique, et donc des
probabilités croissantes d’hybridation entre deux especes de passereaux (Cadena et al. 2007).

De la méme fagon, le biais de sex-ratio d’une espéce augmente la probabilité
d’accouplements hétérospécifiques (Wirtz 1999). Ainsi, les males de nombreuses especes
d’anoures au sex-ratio opérationnel déséquilibré (ex 8:1 pour le crapaud commun, Brede &
Beebee 2006) tentent des pseudo-copulations avec d’autres especes (sans pour autant qu’il y
ait fécondation).

Les invasions d’espéces provoquées par I’homme (Arnold 1997; Goodman ef al. 1999) et
les organismes génétiquement modifiés (Raybould & Gray 1994),peuvent contribuer a la
création de nouveaux processus d’hybridation. En outre, ’influence anthropique (par
destruction d’habitat notamment) peut favoriser des remises en contact de deux especes ayant

initialement des habitats séparés écologiquement ou spatialement et donc des hybridations

7



CHAPITRE [ — ETAT DE L ’ART

(Den Nijs 1999). Ainsi, la création de rigoles de drainage favorise la formation de zones-
hybrides entre trois especes de Rorippa (Brassicaceae) (Bleeker & Hurka 2001). Chez les
Protéacées Banksia hookeriana et B. prionotes, I’hybridation n’a lieu que dans les habitats
perturbés (bords de routes, puits de mines abandonnées, lignes de chemin de fer, coupe-
feu...) ; dans ces environnements anthropisés, le meilleur acces aux ressources a travers la
réduction de niveau des ressources génére des plantes plus grosses qui produisent plus de
fleurs. Consécutivement, la floraison précoce d’une espéce et prolongée chez 1’autre espece
cassent la barriére phénologique (Lamont e al. 2003). Dans des foréts de pins en Allemagne,
la pollution de I’air a permis 1’invasion d’espéces de violettes qui produisent des hybrides plus
adaptées que les especes parentes (Neuffer er al. 1999). L’hybridation est plus importante
dans les paysages fragmentés semi-ruraux entre les noyers Juglans cinerea et J. ailantifolia

(Hoban et al. 2009).

L’environnement, l'introgression différentielle et Ila sélection naturelle des
hybrides

La diminution de valeur sélective des hybrides est généralement due a la dépression
hybride qui résulte de la réduction de 1’adaptation locale ou de rupture de complexes de genes
co-adaptés (Shields 1993). Néanmoins, les forces évolutives affectent différemment les
parties du génome. Des analyses récentes utilisant plusieurs marqueurs moléculaires ont mis
en évidence 1’hétérogénéité des patrons de différenciation entre marqueurs, faisant le lien
avec les bases génétiques de 1’isolement et [’adaptation écologique. Des études
d’introgression menées a grande échelle sur des génomes de cotons (Martinsen et al. 2001),
de chénes (Scotti-Saintagne et al. 2004), de tournesols (Bull et al. 2006), de drosophiles
(Machado et al. 2007), de moustiques (Turner ef al. 2005) et de souris (Payseur ef al. 2004)
concluent que la perméabilité aux alleles étrangers varie selon les génomes et leurs différentes
portions. Les conséquences évolutives du flux de génes interspécifiques dépendent donc
largement des facteurs environnementaux. De la méme facon que la reproduction sexuée peut
combiner plusieurs groupes d’alleles différents dans un fond génétique commun et permettre
I’adaptation, I’hybridation entre espéces peut transférer les alleles d’un fond génétique dans
un autre si cela n’est pas contrecarré par la sélection (Rieseberg ef al. 2003). Dans le
contexte particulier des milieux alluviaux, une étude récente sur les iris de Louisiane met en
¢vidence que I’introgression par certains alleles du génome d’Iris fulva (tolérant les crues du
Mississipi) accroit la survie des Iris brevifolia dans des conditions extrémes d’inondation

(Martin et al. 2006), alors que ces derniers ne tolerent pas 1’inondation dans leur habitat



CHAPITRE [ — ETAT DE L ’ART

originel (plateaux). Chez les crapauds, les femelles de Spea bombifrons produisent plus
d’hybrides viables (qui atteignent la métamorphose plus rapidement) en se croisant avec des
males de S. multiplicata dans des mares trés éphémeres. Les travaux expérimentaux de Parris
et al. (1999) effectués sur les grenouilles 1éopards suggerent que les hybrides seraient plus
adaptés (développement larvaire plus rapide) que I’'un des phénotypes parentaux (Rana blairi)

dans des environnements fluctuants et imprévisibles.

Au contraire, certains genes sous sélection, associés a un choix de partenaire sexuel
assorti, permettent ou maintiennent I’isolement reproducteur entre especes (Dieckmann &
Doebeli 1999; Kondrashov & Kondrashov 1999). Par exemple, le choix d’un partenaire
reproducteur le mieux adapté aux locus du complexe majeur d’histocompatibilité (i.e. CMH)
peut favoriser certaines adaptations locales et donc accélérer le processus de séparation des
populations ou des especes, amenant les génes du systéme immunitaire a agir comme des
genes pléiotropiques de la spéciation (i.e. "traits magiques", Eizaguirre et al. 2009).
Eizaguirre ef al. (2009), suite aux travaux de Scharsack et al. (2007) sur les épinoches
Gasterosteus aculeatus de lacs et de rivieres, ont imaginé le modele suivant. Trois groupes de
poissons sympatriques, limnétiques, benthiques et leurs hybrides, vivent dans un lac avec
deux habitats : limnétique et benthique. Chaque écotype a développé une défense immunitaire
contre les parasites sympatriques. Dans 1’habitat limnétique, une augmentation de la charge
parasite décroit la valeur sélective de 1’écotype benthique et vice versa. La figure 1.1 (a)
montre que la sélection exercée sur les génes du CMH par une communauté de parasites fixes
augmente la fréquence des génotypes les mieux adaptés (limnétiques) et diminue la fréquence
des génotypes les moins adaptés (benthiques) dans I’habitat limnétique. En absence de
sélection, les accouplements sont aléatoires. Cependant, si un génotype est mieux adapté, le
choix d’un partenaire basé sur le CMH est possible. La figure 1.1 (b) illustre I’accélération de
la différentiation entre écotypes (populations ou especes) sous 1’action pléiotrope des geénes

du CMH en fonction de la résistance aux parasites et du choix sexuel.
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Figure 1.1 (a) Sans parasites et sans choix de partenaire, la sélection est neutre. Au temps t=0, les parasites
sont ajoutés au systéme (f = 0,1). Dans I’habitat limnétique (colonne d’eau), le génotype limnétique pour le
CMH est le mieux adapté et donc augmente en fréquence jusqu'a ce qu’il domine la population. (b) Avec
un choix de partenaire pour le génotype CMH le plus adapté (o = 0,5), la dynamique est plus rapide pour
la méme charge parasitaire. Si les mémes génes répondant aux pressions environnementales (parasites)

sont aussi impliqués dans le choix de partenaire, cela accélére la séparation des populations (Eizaguirre et
al. 2009).
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2 — Les flux de génes intraspécifiques et la
structure de population neutre et sous

sélection

A TDintérieur d’une espece, le flux de geénes correspond au transfert d’alleles d’une
population a une autre et fait I’objet de la génétique des populations. Les unités a l'intérieur
desquelles les individus s'unissent le plus souvent sont appelées des démes. Ces deémes
peuvent étre plus ou moins isolés les uns des autres, former des unités discrétes ou il peut y
avoir une certaine continuité génétique entre démes voisins. La dérive génétique, par
fixation aléatoire des alleles, va agir différemment dans chaque déme, et ceux-ci vont
progressivement se différencier les uns des autres. Ces démes peuvent €tre eux-mémes
organisés en groupes dont les individus s'unissent occasionnellement et maintiennent des

contacts entre eux par 1'échange de genes véhiculés par des migrants.

Le flux de genes va dépendre (1) des capacités de dispersion intrinseques de 1’organisme et
(i1) de la perméabilité de la matrice paysagere. Par exemple, en milieu marin, les grandes
tailles efficaces et le peu de barriéres physiques générent un flux de génes important (Ward et
al. 2005). Au contraire, les especes terrestres (hormis plantes et animaux volants) ont des

capacités dispersives généralement beaucoup plus limitées.

Capacités dispersives et structure de population chez les

amphibiens

Les capacités migratoires

Les faibles capacités migratoires des amphibiens sont souvent associées a leur
dépendance aux milieux humides ou des zones humides pour les corridors de dispersion en
raison du risque de dessiccation et de la prédation associé a la dispersion terrestre (Duellman
& Trueb 1994; Rothermel 2004; Rothermel & Semlitsch 2002; Sinsch 1990), et a la lenteur

de la locomotion terrestre (Rothermel & Semlitsch 2002). Les amphibiens se déplacent donc
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généralement sur de plus petites distances que les autres petits tétrapodes (Sinsch 1990).
Smith & Green (2005), suite a une étude bibliographique menée sur 166 articles scientifiques
concernant la distance maximale parcourue par 90 especes d’amphibiens, ont conclu que 44%
des especes ne dispersent pas plus de 400 m; seules 5% sont capables de montrer des
distances de dispersion maximales supérieures a 10 km (figure 1.2). Chez les Urodeles, 94%
des distances maximales de dispersion sont inférieures a 1 km dont 64% ne dépassent pas 400
m. Seules 2% des espéces montrent une dispersion maximale supérieure a 10 km. De récentes
études tendent a montrer que des migrants occasionnels connecteraient les populations

séparées de dizaines de kilométres.

Percentage of data set

M O O o o S O ) ) ) O ] ] o £ o o o O D ] o O D ]
R P g P g R R - R g S R I P

Maximum distance moved (200 m bins) Maximum distance moved (200m bins)

Figure 1.2 Histogrammes de fréquence de la distance maximale parcourue par a) 37 espéces de
salamandres et b) 53 espéces d’anoures (Smith & Green 2005).

La philopatrie

Comme beaucoup de vertébrés, plusieurs especes d’amphibiens montrent une grande
fidélité a leur site de ponte (Duellman & Trueb 1994). Plusieurs études illustrent qu’ils sont
capables de retourner a leur site de ponte apres avoir été déplacés sur des distances
relativement grandes. Par exemple, 38% des 747 individus de tritons Taricha rivularis
déplacés de 4 km sont retournés a leur site de ponte ’année méme (Twitty ef al. 1967). De
nombreux suivis par capture-marquage-recapture ont démontré que la majorité des

amphibiens sont retrouvés au méme endroit d’une année sur 1’autre (cf tableau 1.1) (voir aussi

Gamble et al. 2007).
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Tableau I.1 Exemple de fidélité au site de ponte chez les amphibiens (d'aprés Smith & Green 2005).

Species Fidelity Source
Trituruy vulgaris Not a single one of 2500 marked individuals changed breeding ponds  Bell 1977
between seasons
Plethodon cinerus Philopatric to the same cover object between years Placyk and Graves 2001
Triturus vulgaris Philopatric to the same cover ohject between years Dolmen 1981
Bufo bujfor 93%, of females and 96% of males that survived between years, returned to  Reading et al. 1991
the same breeding ponds.
Bufoy marinus No significant homing effect. Seebacher and Alford 1999
Bufo marinus Return to their home site with 100% accuracy when displaced up to 70 m, Brattstrom 1962, Carpenter
or 165 m. and Gilingham' 1987
Bufo americanus Returned to within 5'm of their original site after'a 235'm ranslocation. Dole 1972

Pseudacris triseviata The majority of recaptures were within [00 m of the initial capture site. Kramer [973
IFiseriaia
Pseudaerls maculata The maximum distance moved is only 250 m. Spencer 1964
Hyla vegilla 71% of males were found in the same portion of the same pond when  Jameson 1957
recaptured the following year.
Mixophyes iteratus 8994 of individuals were recaptured 5 m or less away from where they were Lemckert and Brassil 2000

marked.
Rana svlvatica 100%% of adults and 82% of juvenile are faithful 1o their first breeding  Berven and Grudzien 1990
pond or natal pond respectively.
Rana sylvatica The mean distance between captures was only 11.25 m for 298 Bellis 1965
individuals,
Rana pipiens 98% of returned to their home pond after a one-kilometer displacement. Dole 1968
Rana muscosa 89% percent of were recaptured at the same pond between breeding Pope and Matthews 2001
SEASONS
Rang muscosy 5074 of wanslocated individuals returned to their initial site within 20 Matthews 2003
days after a 630 m translocation.
Rana lessonae and 88% of individuals monitored between years did not move from their Holenweg Peter 2001
Rana viditwda capture pond.

Rana aurora draytonii  75% did not move from their site over the course of a year and 90% of Bulger et al. 2003
these philopatric mdividuals were never more than 60 m fiom the water.

La structure des populations d’amphibiens

La philopatrie et les capacités de dispersion limitées des amphibiens ont mené beaucoup
d’études a conclure sur de fortes structures de population (Alexandrino ef al. 2000;
Andersen et al. 2004; Bradley Shaffer ef al. 2000; Cabe et al. 2007; Garcia-Paris ef al. 2000;
Hitchings & Beebee 1997; Kraaijeveld-Smit er al. 2005; Lampert ef al. 2003; Larson et al.
1984; Monsen & Blouin 2003; Noél et al. 2007; Palo et al. 2004). Ward et al. (1992)
concluent, a partir d’une étude comparative du polymorphisme allozymique chez les animaux,
que les amphibiens présentent un degré beaucoup plus élevé de structure génétique de
populations que pour tous les autres taxons animaux. Cependant, d’autres études sur les
amphibiens ont suggéré que leurs mouvements n’étaient pas si limités (Trenham ez al. 2001)
et qu’il peut y avoir potentiellement des flux de génes élevés au sein de certaines especes ou
populations (Burns et al. 2004; Funk et al. 2005; Newman & Squire 2001; Pabijan & Babik
2006). La différenciation génétique peut donc étre trouvée a 1’échelle de quelques métres (ex :
estimations de Fgr significatives de 0,015 entre populations de Plethodon cinereus séparées
par 200 m, Cabe et al. 2007) a quelques centaines de kilometres (ex : estimations de Fst non
significatives de 0,021 entre populations de Mesotriton alpestris séparées par 349 km, Pabijan

& Babik 2006).
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Quelques auteurs (Chan & Zamudio 2009; Newman & Squire 2001) ont fait la synthése du
niveau de différentiation par espeéce, néanmoins ils se basent sur des estimations de Fsr
globaux et les grandes différences d’échelle géographique ne permettent pas vraiment de
réaliser des comparaisons. Dans la figure 1.3, nous avons rassemblé des valeurs d’estimations
de Fst (sur locus microsatellites uniquement) pour les especes d’urodeles dont les données par

paires de populations étaient disponibles dans la littérature.

0,67 = Ambystoma tigrinum melanostictum (montagne)’
Ambystoma macrodactylum (montagne)?
Ambystoma maculatum (montagne)?
0,57 . .
Plethodon cinereus (montagne urbanisée)*
" » Plethodon cinereus (habitat continu)®
0,47 e Triturus cristatus (campagne)®
A
9 . e Triturus marmoratus (campagne)®
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|}
0,21
me
n
e
| ]
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Figure 1.3 Estimations de Fgr par paires pour quelques espéces d’urodéles. ' Spear ez al. 2005; > Giordano
et al. 2007; * Zamudio & Wiercvorek 2007; * Noél ef al. 2007; ° Cabe et al. 2007; ® Jehle et al. 2001; ’
Pabijan & Babik 2006.

Les flux de genes sont principalement influencés par les capacités intrinséques des
individus et par les paramétres environnementaux (voir partie suivante « génétique du
paysage »). Par exemple, les salamandres pléthodontidés représentent un des groupes avec les
plus grands niveaux de différenciation observés chez les animaux (Highton 1977; Larson et
al. 1984; Wright 1978). Toutes les especes ne répondent pas de la méme fagon en termes de
différenciation génétique a un méme type de paysage. Par exemple en montagne les
différenciations entre populations peuvent étre fortes (Ambystoma tigrinum melanostictum,
Spear et al. 2005) ou modérées (Mesotriton alpestris, Pabijan & Babik 2006). Néanmoins ces
résultats sont a modérer au vu du biais que peut provoquer le polymorphisme (et donc la
probabilité d’homoplasie) et I’hétérozygotie €levée associés a certains microsatellites (ex : des
microsatellites a 58 et 71 alleles chez Mesotriton alpestris) (Hedrick 1999; Lemaire et al.

2000; O'Reilly et al. 2004). Chez les anoures, Brede & Beebee (2004) ont montré que deux
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especes vivant dans la méme région présentent des structures de populations tres différentes ;
un flux de geénes beaucoup plus important est noté pour la grenouille rousse Rana temporaria
que pour le crapaud commun Bufo bufo (ex : Estimations de Fsr de 0,048 chez la grenouille
rousse vs 0,333* chez le crapaud commun).

L’historique de colonisation a aussi un réle dans la structure actuelle des populations.
Dans le cas du triton alpestre Mesotriton alpestris, 1’effet fondateur dans les populations
marginales issues d’un seul refuge glaciaire expliquerait la faible différenciation entre

populations (Pabijan & Babik 2006).

A quelques exceptions pres (Beebee & Rowe 2000; Burns ez al. 2004; Hitchings &
Beebee 1996; Knopp & Merild 2009; Monsen & Blouin 2003; Palo et al. 2004; Rowe et al.
1998), la plupart des études se focalisent sur de petites échelles (voir notamment les études
sur les pléthodontidés, Cabe et al. 2007; Noél et al. 2007; White et al. 2000). Par conséquent,
les patrons de diversité génétique et de différenciation a grande échelle, ainsi que les causes

de cette variabilité, restent mal connus.

Les modéles de migration

Différents modeles de migration ont été proposés afin d’expliquer les patrons observés in
situ. (cf. encadré 3). L’isolement par la distance est un patron fréquemment rencontré dans
I’étude des populations d’amphibiens chez lesquels la restriction géographique de la
dispersion provoque I’accumulation de divergences génétiques entre populations. Ainsi ce
patron a été retrouvé chez la grenouille des champs Rana arvalis (Knopp & Merild 2009; Vos
et al. 2001), le crapaud calamite Bufo calamita (Rowe et al. 2000), le triton a peau rugueuse
Taricha granulosa (Kuchta & Tan 2005), la salamandre a longs doigts Ambystoma
macrodactylum (Tallmon et al. 2000), ou encore la salamandre tachetée Ambystoma
maculatum (Zamudio & Wieczorek 2007). L’isolement par la distance peut suivre un modele
en pas japonais (i.e. stepping-stone) comme cela a été suggéré pour le crapaud Bufo canorus
dans la région de Yosemite ou les migrations occasionnelles ne se font que dans les sites
voisins (Bradley Shaffer et al. 2000), pour les crapauds de vallées désertiques Anaxyrus
cognatus et Scaphiopus couchii (Chan & Zamudio 2009) ou encore pour les tritons crétés
Triturus cristatus et marbrés T. marmoratus (Jehle et al. 2005).

Les capacités dispersives limitées, la forte fidélité au site de ponte et les habitats de
reproduction disjoints des amphibiens sont souvent responsables d’un fonctionnement en

métapopulation (Marsh & Treham 2001). Citons, entre autres especes, les tritons crétés et
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marbrés Triturus cristatus et T. marmoratus (Jehle et al. 2005), les salamandres ponctuées
Ambystoma maculatum (Zamudio & Wieczorek 2007), les crapauds calamites Bufo calamita
(Rowe et al. 2000), les grenouilles de lesson Rana lessonae (Sjogren 1991), les rainettes
vertes Hyla arborea (Dubey et al. 2009). Néanmoins, d’autres études montrent que certaines
especes forment des populations trop isolées pour supporter ce modele (Bufo americanus,
Bufo fowleri, Pseudacris crucifer, Rana sylvatica, Rana pipens, Rana clamitans, Rana

catesbeiana, voir Smith & Green 2005).

Encadré 3 : Les modéles de migrations

Modeéle de populations en iles (Wright 1969)

Les démes échangent entre eux des migrants, avec la méme probabilité m/(d-1). Les démes
sont donc interconnectés par des flux de genes identiques (figure 1.4 a) ; la migration est aussi
appelée isotrope. Ce n'est guere vraisemblable dans les populations naturelles a part chez

certaines especes marines (Skold ez al. 2003)

Modeéles en stepping-stone

Malécot (1948) a introduit des modeles de migration entre démes plus réalistes que le modele
en file. Dans ces modeles 1’échange de migrants est plus probable entre deémes
géographiquement proches les uns des autres qu’entre démes éloignés. C'est donc un modele
spatialement structuré. Kimura (1953) a comparé ces modeles aux dalles permettant de
circuler dans les jardins japonais. Dans les modeles en une dimension (figure 1.4 b), les
migrations se font selon un axe principal. Un déme va échanger des genes avec ses deux
démes voisins a un taux m/2. Dans les mode¢les en deux dimensions, les démes sont arrangés
selon deux axes, et un déme échangera des génes avec ses quatre plus proches voisins a un
taux m/4. Ce modele s’applique souvent pour les espéces marines de milieux cotiers (Hellberg

1994).

Modeles avec taux de migration arbitraires

IIs ne sont pas forcément symétriques. D'une manicre générale, la variabilité génétique sera
plus importante dans une population avec des taux de migrations trés variables entre démes,
car il y aura des démes tres isolés ou la dérive génétique sera forte et conduira rapidement a

I'élimination de certains all¢les (figure 1.4 c).
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Modele d'isolement par la distance (Malécot 1950)
Les démes sont situés dans un espace continu. Les individus migrent dans un déme situé a une
certaine distance avec une probabilité inversement proportionnelle a la distance géographique

séparant ces démes.

Modeles de métapopulations

Ils ont été introduits pour mieux représenter la réalité et pour tenir compte de la nature
dynamique des populations et des demes (Hanski & Gaggiotti 2004). Il y a en effet de
nombreuses situations ou les démes ont des tailles variables et peuvent méme disparaitre
temporairement avant d'étre créés a nouveau par de nouveaux migrants venant d'une
population voisine et réoccupant le nouveau territoire. Ces propriétés sont assez typiques de
petites populations. D'une maniére générale, des démes de tailles inégales sont plus
différenciés que des démes de tailles sensiblement équivalentes, car la dérive génétique sera
surtout plus forte dans les petites populations. Les extinctions de démes contribuent aussi a
augmenter la variabilité globale de la population, en éliminant certains alleles. Enfin, les
recolonisations sont souvent accompagnées d'effets fondateurs, qui entrainent de grandes
perturbations de fréquences alléliques, et qui vont donc aussi contribuer a l'augmentation de la
variabilité génétique entre démes par rapport a un ensemble de populations arrangées en iles

(figure 1.4 d).

a) 8, b1) <soe——s0e——ses

®—] \ d1). d2).
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Figure 1.4 Modéles de population a) en iles, en stepping-stone bl) en une dimension, b2) en deux
dimensions, ¢) avec taux de migration arbitraires (taux de migration proportionnels a I’épaisseur des
fleches) et en métapopulation dans laquelle d1) la taille des démes varie et les taux de migration sont
arbitraires, d2) un déme disparait, d3) un processus de recolonisation a partir d’un autre déme
reconstitue un déme, d4) le nouveau déme reprend des échanges avec les autres démes (d’apres Ecxoffier
2006 http://genet.univ-tours.fr/EXCOFFIER/Laurent/GMDP).
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La génétique du paysage : barriéres et corridors au flux de
génes

La génétique du paysage ou « landscape genetics » est une nouvelle discipline qui étudie
I’influence du paysage et de I’environnement sur les processus microévolutifs tels que le flux
de genes, la dérive génétique et la sélection (Manel et al. 2003). La premiere étape de la
génétique du paysage est la détection et la localisation dans 1’espace des discontinuités
génétiques entre populations. La seconde étape est de déterminer la relation de ces
discontinuités avec les caractéristiques paysageres et environnementales. Ces éléments
peuvent agir sur la dispersion des individus comme des barriéres (montagnes, fleuves,
routes...) ou comme des corridors tels que les vallées de basse altitude pour les chiens de
prairie a queue noire (Antolin ez al. 2006) ou les zones boisées pour les chevreuils (Coulon e?
al. 2004). La génétique du paysage est de plus en plus utilisée en biologie de la conservation
et gestion des populations pour maintenir des corridors entre populations ou encore délimiter

des unités de gestion ou de conservation (Crandall ez al. 2000; Moritz 2002).

Les amphibiens se reproduisant dans des mares sont de bons candidats pour élucider les
interactions entre dispersion et paysage : ils présentent typiquement une distribution en
taches, ils sont physiologiquement dépendants d’un milieu humide et possedent souvent une
grande spécificité d’habitat (Duellman & Trueb 1994). Les especes se reproduisant dans des
habitats aquatiques doivent utiliser pour compléter leur cycle de vie des environnements
parfois distincts pour la reproduction, le développement larvaire et la survie des adultes (Pope
et al. 2000). La structure du paysage a donc une incidence majeure sur le comportement
locomoteur des individus, donc sur le taux de dispersion et donc le flux de genes entre
populations. De plus en plus d’études récentes s’intéressent au flux de geénes intraspécifique
chez les amphibiens (e.g. Stevens et al. 2006b; Vos ef al. 2001). En effet, un déclin global des
amphibiens a été¢ mis en évidence a travers le monde depuis quelques décennies(Blaustein &
Bancroft 2007; Stuart et al. 2004). En particulier, la destruction et la fragmentation de
I’habitat (construction d’infrastructures routicres, urbanisation, intensification des pratiques
agriculturales) affectent 1’abondance, la richesse spécifique et la diversité génétique des
amphibiens (Cushman 2006; Knutson ef al. 1999). Ils s’ajoutent aux effets combinés des
changements climatiques, des radiations UV, de la pollution, des pathogenes, de
I’introduction d’especes exotiques qui font des amphibiens le phylum le plus menacé (Beebee

& Griffiths 2005). Du fait des modifications anthropogéniques croissantes de 1’habitat, il est
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particuliérement important de comprendre les conséquences génétiques et démographiques
des changements de la composition et la configuration du paysage (Gibbs 1998a; Guerry &
Hunter Jr 2002; Manel et al. 2003). La fragmentation de I’habitat est une cause majeure
impliquée dans I’extinction des especes (Burkey & Reed 2006; Fahrig 2002), et une des
conséquences ¢videntes de la fragmentation est la rupture des processus de dispersion dans les
métapopulations (Gonzalez ef al. 1998) qui en retour diminue les probabilités de persistance

régionale des populations (Blaustein ez al. 1994; Sjogren 1991).

Les barriéres a la dispersion des amphibiens

Les barrieres naturelles telles que les cours d’eau peuvent structurer les populations
d’amphibiens. Dans 1’étude de Marsh er al. (2007) le déplacement expérimental de
salamandres rayées Plethodon cinereus sur la berge opposée de petits cours d’eau (d’ordre 1
ou 2), par comparaison a un déplacement d’une distance équivalente vers I'intérieur de la
forét, provoque un taux de retour moitié moindre. Un cours d’eau d’ordre 2 (5 a 7 metres de
large) contribue a la différenciation génétique des populations de part et d’autre. Lampert ef
al. (2003) ont mis en évidence que la riviere Chagres est une barriere au flux de génes pour
les grenouilles tingara Physalaemus pustulosus a Panama. Wagner et al. (2005) ont montré
que la riviere Columbia différencie des unités génétiques discretes chez la salamandre des
Montagnes Larsh Plethodon larselli. La rivere Mondego sépare deux groupes de populations
chez la salamandre Chioglossa lusitanica dans la péninsule ibérique (Alexandrino et al.
2000). Au contraire, aucun effet barriere significatif sur le flux de geénes n’a été détecté dans
I’étude de différentes espeéces amazoniennes (Gascon et al. 1998; Lougheed et al. 1999). Les
nombreuses rivieres qui sillonnent la répartition du triton japonais Hynobius nebulosus ne
semblent pas non plus avoir de role dans la structure des populations (Matsui ez al. 2006).

La topographie peut étre directement reliée a 1’énergie requise pour la dispersion. Les
crétes de montagne et les différences d’élévation sont associées avec un accroissement de la
différenciation génétique entre sites de grenouilles ponctuées Rana luteiventris (Funk et al.
2005). Chez la salamandre a longs doigts Ambystoma macrodactylum, la différenciation
génétique entre bassins séparés par des crétes est élevée (Gst = 0,30) par rapport a la
divergence a I’intérieur des bassins dans lesquels les populations se trouvent en panmixie
(Tallmon et al. 2000). Chez le triton alpestre Mesotriton alpestris, la différenciation génétique

est trois fois plus grande (é moyen = 0.096) entre régions montagneuses qu’a I’intérieur des

vallées (é moyen = 0,037) (Pabijan & Babik 2006). Le relief est également négativement
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corrélé avec les flux de geénes chez les salamandres tigrées Ambystoma tigrinum
melanostictum (Spear et al. 2005). Cependant, Zhan et al. (2009) ont montré, dans les
montagnes chinoises, les grenouilles Rana chensinensis maintiennet un flux de génes élevé ([9
global de 0,088 sur les sites centraux) sans qu’aucune barriére a leur dispersion ne concorde

avec les reliefs.

Les voies routieres et ferroviaires peuvent étre particulicrement fatales lorsqu’elles
coupent un chemin de migration (DeMaynadier & Hunter Jr 2000; Marsh et al. 2005; Sillero
2008). Un amphibien a en effet une probabilité de 34 & 61% d’étre tué en traversant une route
et de 89 a 98% en traversant une autoroute (Hels & Buchwald 2001). Les barrié¢res linéaires a
la dispersion telles que les routes et les voies de chemin de fer ont souvent un effet
significatif sur la distance génétique (Vos ef al. 2001).

L’urbanisation menace aujourd’hui un amphibien sur trois (Hamer & McDonnell 2008).
En milieu urbain, Hitchings & Beebee (1997) ont estimé le Fs a 0,388 entre des populations
séparées de 0,8 a 4.4 km alors qu’il était deux fois moindre en contexte rural pour des mares
séparées de 93 km. Noél et al. (2007) ont montré que les populations de salamandres a dos
rouge Plethodon cinereus en contexte fragmenté par I’urbanisation étaient génétiquement plus
différenciées que les populations localisées dans des habitats ruraux.

Les champs cultivés et les patures intensives sont généralement évités par beaucoup
d’amphibiens (Gibbs 1998a) comme cela a été¢ démontré chez le crapaud calamite Bufo
calamita par des expériences en milieu controlé (Stevens ef al. 2006a). La fragmentation des
habitats forestiers limitent la dispersion des espéces inféodées a ce milieu (voir cependant
Marsh et al. 2004; McDonough & Paton 2007) telles que la grenouille a pattes rouges Rana
aurora aurora (Chan-McLeod 2003) ou la grenouille & queue Ascaphus truei Stejneger

(Matsuda & Richardson 2005) dans les jeunes clairieres.

Les corridors de dispersion des amphibiens

Au contraire, I’homogénéité du paysage facilite les flux de geénes comme cela a été
montré chez des crapauds des vallées désertiques (Chan & Zamudio 2009). Alors que les
reliefs structurent les populations, les amphibiens de vallée montrent, par comparaison des
connectivités entre sites plus importantes (Funk e al. 2005; Giordano et al. 2007; Pabijan &
Babik 2006; Spear et al. 2005; Zamudio & Wieczorek 2007). A Dintérieur d’un bassin

versant, les populations des deux especes de salamandres Desmognathus marmoratus et D.
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quadramaculatus montraient méme plus de ressemblances entre elles qu’entre congéneres

d’autres bassins dans le sud des Appalaches (Jones et al. 2006).

Le cas particulier des vallées alluviales

Le role de la vallée alluviale dans la dispersion, en particulier par le biais des événements
de crue, a été mis en évidence chez de nombreuses especes aquatiques telles les poissons
(Burridge et al. 2006; Hernandez-Martich et al. 1995), plantes (Thomas et al. 2006),
copépodes (Frisch et al. 2005), gastéropodes (Evanno et al. 2006) ou encore larves d’insectes
(Jackson et al. 1999). Néanmoins, aux patrons d’inondations s’intercalent des patrons
d’asséchement des pieces d’eau. Les effets des inondations fluviales sur les amphibiens
peuvent étre séparés en effets directs et indirects dont les conséquences sont positives ou

négatives.

D’une part, les inondations saisonnicres de la plaine alluviale laissent derriere elles de
nombreux sites aquatiques favorables aux amphibiens (trés riches en nutriments garantissant
une croissance optimale du phytoplancton et de larves d'amphibiens). Sujets a une
dessiccation élevée a cause de leur peau perméable, le corridor riparien représente un couloir
humide favorable pour la reproduction mais aussi la migration des amphibiens (Duellman &
Trueb 1994). Ainsi, Giordano ef al. (2007) ont mis en évidence que les salamandres a longs
doigts Ambystoma macrodactylum se reproduisant le long de la Bull River dans de grandes
prairies inondables comportant de nombreuses mares montraient des flux de genes
significativement plus €levés qu’en altitude dans les montagnes du Nord-Ouest du Montana.
Les juvéniles et adultes de salamandre Chioglossa lusitanica effectuent de longues distances
de migration parallelement aux cours d’eau le long des berges humides (Arntzen 1981; 1994).
Chez le triton crété du Danube Triturus dobrogicus, espeéce typique de plaine alluviale,
I’homogénéisation du flux de geénes est imputable a la forte connectivité des populations
(Wallis & Arntzen 1989). Dans une partie non canalisée du Danube, Ellinger et Jehle (1997)
suggerent une dispersion plus importante des individus d’une population de cette espece
qu’au niveau des parties canalisées. De tres faibles valeurs de différenciation génétique ont
¢été reportée pour la grenouille Rana sylvatica dans les prairies humides (é ~ 0,025 sur 20 km)
(Newman & Squire 2001). L’utilisation des corridors ripariens par les salamandres
Ambystoma maculatum (Purrenhage ef al. 2009) et les grenouilles Rana chensinensis (Zhan et

al. 2009) maintiendrait la connectivité entre régions montagneuses.
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D’autre part, en période de crue, le courant participe a la dispersion passive des
individus. Ainsi, les tétards du crapaud alyte de Majorque Alytes muletensis sont-ils emportés
par le courant lorsque les pluies font déborder les torrents (Kraaijeveld-Smit ez al. 2005).
Chez la salamandre a deux bandes FEurycea bislineata, les larves montrent de fagon
prédominante une dispersion vers 1’aval dans les cours d’eau des Appalaches (Bruce 1986). Il
en est de méme pour les larves de salamandre de Chioglossa lusitanica (Arntzen 1981; 1994;
Thiesmeier 1994). Cette dispersion asymétrique vers 1’aval a été suggérée pour des larves de
grenouilles Ascaphus truei (Hayes et al. 2006) le crapaud Bufo spinulosus (Méndez et al.
2004) ou la grenouille des collines Kenyanes Schoutedenella xenodactyloides(Measey et al.
2007). De facon plus anecdotique, Wooten ef al. (2009) relatent que la diversité chez les
salamandres de ruisseau Desmognathus folkertsi au sein d’'un méme cours d’eau s’expliquerait
par le relacher de seaux d’appats (en 1’occurrence les larves de cette salamandre) par les

pécheurs dans le sud des Appalaches.

Cependant, les paysages que constituent les vallées alluviales peuvent comporter des
¢léments néfastes a la viabilité des amphibiens. En effet, les courants d’inondation au début
d'un événement de crue peuvent étre défavorables a chaque étape du cycle de vie des
amphibiens. Par une étude de capture-marquage-recapture effectuée sur neuf ans sur une
population de Triturus dobrogicus d’une ile du Danube, Ellinger et Jehle (1997) ont mis en
évidence que les perturbations causées par les inondations du fleuve augmentaient la
mortalité.

Les crues peuvent également favoriser la colonisation par des prédateurs des amphibiens,
tels que les poissons, des sites aquatiques qui ne sont pas habituellement connectées avec le
cours d’eau. Ainsi, la plus grande richesse des espéces d'amphibiens dans le Rhone a été
observée dans les plaines d'inondation temporaire dépourvues de poissons, sites qui ont été
protégés contre les inondations (Morand & Joly 1995). La recolonisation des populations de
grenouilles des montagnes a pattes jaunes Rana muscosa éteintes dans la Sierra Nevada
(Californie) est rendue impossible a cause de la reconnexion avec le fleuve habité par des
poissons prédateurs (Bradford 1991).

A TDinverse, lorsque I’inondation de certaines picces d’eau est trés peu fréquente, la
longévité de leurs habitants peut s’en trouver diminuée, comme cela a été observé pour le
triton ponctué Lissotriton vulgaris dans la plaine alluviale du cours inférieur du Danube
(Cogiélniceanu & Miaud 2003). De la méme fagon, en comparant des populations de

Lissotriton vulgaris meridionalis permanentes et de mares temporaires, Nobili et Accordi
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(1997) ont montré que 1'age a la maturité était plus bas et que la longévité tendait a diminuer

dans les environnements les plus imprévisibles.

Les flux de génes et 'adaptation chez les amphibiens

Les relations entre flux de génes et adaptations locales sont souvent complexes et encore
mal définies. En effet, si la dispersion peut favoriser la propagation de mutants favorables,
elle peut aussi permettre une homogénéisation de la variation génétique entre populations
retardant 1’adaptation locale par 1’apport d’alléles moins adaptés (Lenormand 2002). Une des
questions centrales en biologie évolutive est donc de savoir si les métapopulations consistent
en de petites populations subdivisées avec un flux de génes restreints ou de larges populations
homogenes (Hanski & Simberloff 1997). Si les populations sont subdivisées (i.e. si le flux de
genes est suffisamment restreint), et si la variabilité génétique le permet, des pressions de

sélection différentes peuvent conduire a I’apparition d’adaptations locales.

Beaucoup d’especes d’amphibiens habitent des milieux trés contrastés (Duellman & Trueb
1994). Un fort niveau de variabilité est habituellement observé dans les populations vivant
dans des conditions écologiques variables (Mayr 1963). Les gradients environnementaux
tendent a accroitre la plasticité phénotypique des traits associ€és aux phénotypes optimaux
dans les conditions environnementales locales, et quand le flux de genes est restreint entre
populations, la sélection tend a favoriser les adaptions locales a la plasticité (Pigliucci 2001).
La différenciation génétique chez les animaux terrestres peut étre détectée a 1’échelle de
quelques metres (Waser & Price 1989) comme a plusieurs kilometres (Edmands 1999) ; les
amphibiens sont les vertébrés montrant les plus fortes différenciations génétiques entre
populations (Ward ez al. 1992). IIs représentent a ce titre de bons organismes modeles pour
¢tudier les adaptations locales. Néanmoins, beaucoup d’espéces s’organisent en populations
de faible taille efficace (Jehle ef al. 2005; Schmeller & Merild 2007). Dans les populations de
petite taille efficace, I’intensité de la dérive génétique aléatoire limite la possibilité de
fixation des all¢les par sélection naturelle (Kimura 1983). Cela est d’autant plus vrai dans les
contextes fragmentés (e.g. Rana temporaria dans un contexte d'agriculture intensive,
Johansson et al. 2007). A partir de simulations (Lacy 1987), Noél ef al. (2007) ont montré que
I’impact de 1’'urbanisation peut provoquer une diminution de diversité génétique par dérive
chez la salamandre Plethodon cinereus en seulement 30 générations. Ainsi, 1’étude du flux de

genes est fondamentale pour déterminer les facteurs qui permettent ou empéchent 1’adaptation
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locale et pour décrire les dynamiques qui facilitent la propagation de nouvelles mutations
bénéfiques (Reed & Frankham 2001; Sork ez al. 1999).

Beaucoup d’études se sont intéressées a l’existence, 1’émergence ou le maintien des
adaptations locales chez les amphibiens. Néanmoins, trés peu d’entre elles apportent de
preuves génétiques des observations réalisées en conditions controlées ou en transplantation
réciproques (tableau 1.2) (voir cependant Cano et al. 2004; Kishida et al. 2007). En effet, une
valeur sélective différente entre deux populations ne signifie pas forcément la présence sous-
jacente d’une adaptation locale. Par exemple, si la taille efficace est suffisamment faible, la
dérive génétique peut fixer différents alleles dont certains faiblement déléteres dans différents
milieux (Wright 1931). Il est quand méme intéressant de soulever que certaines de ces études
suggerent I’existence de différenciation génétique a de trés petites échelles (dizaines a
centaines de métres chez Rana sylvatica, Skelly 2004 ; voir aussi, Berven 1982; Freidenburg
& Skelly 2004; Relyea 2002). Des études récentes de génétique ont su mettre en lien les
variations alléliques avec des caractéristiques environnementales. Par exemple, Teacher ef al.
(2009) ont mis en évidence une sélection directionnelle au niveau des génes du CMH de
classe 1 chez des grenouilles rousses Rana temporaria exposées a un pathogene viral
(Ranavirus) introduit il y a seulement 10 ans dans les populations naturelles du sud de
I’ Angleterre. L’émergence de ces adaptations locales est remarquable de par leur rapidité et
leur localité ; les populations infectées alternent avec les populations non infectées (figure

L5).

Figure 1.5 Localisation des populations de Rana temporaria infectées par le Ranavirus (en noir) et non
infectées (en gris) dans le Sud-Est de I’Angleterre (Teacher ef al. 2009).
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3 - Les modéles biologiques tritons palmés et

ponctués

Afin d’apporter des éléments de réponse a 1’étude de la structure des populations en
contexte alluvial, nous avons étudié les flux de genes chez une espece réputée peu dispersive,
le triton palmé. De plus, I’analyse du flux de génes interspécifique avec le triton ponctué a
permis d’étudier ’intensité¢ d’hybridation et I’isolement reproducteur entre deux especes a
grand chevauchement géographique et écologique. Protégées, ces espéces sont néanmoins

assez communes a I’échelle européenne et sur la zone d’étude.

Répartition
Le triton palmé Lissotriton helveticus (Razoumowsky 1789) est une espece lacunaire de
I’Europe occidentale (figure 1.6). 11 est largement répandu en France et est une des especes les

plus communes en plaine. Dans le Maine-et-Loire, il est communément présent (Mourgaud &
Pailley 2005).
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Figure 1.6 Répartition du triton palmé L. h. helveticus en Europe (Duguet & Melki 2003) et en Maine-et-
Loire (Mourgaud & Pailley 2005). La présence de I’espéce y est symbolisée par un point a P’intérieur
d’une maille UTM 10 x 10 km dont le réseau couvre le département.
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Le triton ponctué Lissotriton vulgaris (Linnaeus 1758) est une espece septentrionale
eurasiatique a répartition lacunaire (figure 1.7). Sa limite sud de répartition correspond a la
vallée de la Loire ou ses effectifs sont particulierement restreints (Mourgaud & Pailley
2005). Peu commun en Maine-et-Loire il fréquente surtout les bras morts et les mares situées
en pied de levée de protection ou de voie de chemin de fer en vallée de la Loire (Mourgaud &

Pailley 2005).

Figure 1.7 Répartition du triton ponctué L. v. vulgaris en Europe, France (Duguet & Melki 2003) et Maine-
et-Loire (Mourgaud & Pailley 2005).

Description

D’une longueur de 5 a 8 cm (pour les males) a 5.5 a 9.5 cm (pour les femelles), le triton
palmé est le plus petit triton du genre (Duguet & Melki 2003). Le dimorphisme sexuel est trés
marqué (figure 1.8). Les males, s’ornent en période de reproduction de palmures aux pattes
arriéres et d’un filament caudal, des caracteres sexuels secondaires probablement évalués par

la femelle durant la parade nuptiale (Griffiths & Mylotte 1988).
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Figure 1.8 Dessin d’un triton palmé maile (a), femelle (b) et méle en face ventrale (c) et photographie d’un
maile en période nuptiale (V. Rufray).

Les individus de tritons ponctués sont un peu plus grands que ceux de tritons palmés (7 a 9
cm pour les males, 6.5 a 9cm pour les femelles) (Duguet & Melki 2003). Males de tritons
palmés et ponctués présentent des caractéres sexuels secondaires trés divergents. Les males
ponctués s’ornent en période de reproduction de membranes formant des lobes autour des
doigts des pattes arrieres, d’une créte dentelée et présentent de grosses ponctuations noires sur
leur ventre orange (Griffiths & Mylotte 1988) (figure 1.9). Les femelles sont 1égerement plus
fines et plus grandes que les femelles de tritons palmés, possedent une coloration orange sur
le ventre et le cloaque et la gorge marbrée. Au contraire des femelles de ponctués, les femelles

de tritons palmés possédent un tres court filament a la pointe de la queue.

Figure 1.9 Dessin d’un triton ponctué méle (a), femelle (b) et mile en face ventrale (c) et photographie
d’un maéle en période nuptiale (www.osifimages.com).

Biologie, éthologie

La période de reproduction débute a partir de février et se termine au plus tard en juin pour
le triton palmé. Elle débute un peu plus tard pour le triton ponctué (mars). Les adultes se
rassemblent en milieu aquatique ou les males initient une parade nuptiale complexe (figure
[.10). Le comportement de parade des deux tritons est fortement similaire avec quelques

variations dans la durée, la fréquence et la succession des séquences (Halliday 1977; Roberts
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1990; Wambreuse 1984). La parade commence par une phase de reconnaissance de la femelle
dans laquelle le méale tourne autour de sa partenaire et renifle son cloaque. Dans chacune des
phases d’orientation, de parade statique (dans laquelle le méale fournit des stimuli mécaniques,
chimiques et visuels) et de retraite, chacun des deux sexes peut choisir d’interrompre la
parade. Celle-ci se concrétise si la femelle accepte le spermatophore que le male dépose.
Males et femelles peuvent se reproduire plusieurs fois au cours de la saison de reproduction
(Gabor & Halliday 1997; Garner & Schmidt 2003; Osikowski & Rafinski 2001; Verrell 1985;
1986). Chez les tritons, les males les plus grands seraient capables de produire plus de
spermatophores (Halliday 1977; Howard et al. 1997). Néanmoins la production s’affaiblit au
fur et a mesure de la saison et s’est montrée limitante chez le triton alpestre (Hoeck & Garner
2007). 1l existe un choix des males pour les femelles les plus grandes (Verrell 1985; 1986) et
un choix des femelles pour les méles a la créte développée (Gabor & Halliday 1997; Hedlund
1990).

Apres fécondation interne, les femelles enroulent chacun de leur 200 a 400 ceufs dans la
végétation ; la femelle palmée est plus sélective quant au choix des végétaux suggérant un
investissement encore plus important (Griffiths 1996; Griffiths & Mylotte 1987; Norris &
Hosie 2005) (figure 1.10). L’incubation durant environ 1 mois. La larve se métamorphose en 2
ou 3 mois et le juvénile quittant les eaux ne mesure pas plus de 4 cm (Griffiths 1996).

Apres la métamorphose, les juvéniles peuvent rester plusieurs années en milieu terrestre
avant d’atteindre la maturité. La maturité sexuelle est atteinte vers 2 a 5 ans selon les
populations de tritons ponctués (Cogalniceanu & Miaud 2003), et 4 & 5 ans pour une
population de triton palmé de montagne (Guyetant et al. 1991), les males étant plus précoces
(Bell 1977; Cogélniceanu & Miaud 2003; Guyetant et al. 1991; Marnell 1998b) . La néoténie
est rencontrée chez cette espece, parfois fréquente dans certaines régions (Causses du Massif
Central) (Denoél 2006). La dispersion du juvénile, généralement terrestre, peut 1’éloigner de
plus d’1 km de son lieu de naissance (Duguet & Melki 2003). Le taux de survie annuel des
juvéniles avoisine les 80% (Bell 1977).

La reproduction est suivie d’une migration post-nuptiale. Les urodeles du genre
Lissotriton font partie des organismes ayant les capacités de dispersion les plus faibles. La
dispersion peut atteindre 150 m chez le triton palmé (Miaud 1990) et 50 a 180 m chez le triton
ponctué¢ (Warwick 1949). Bell (1977) ayant marqué 2500 individus de tritons ponctués
constate qu’aucun d’entre eux n’a changé de site de reproduction d’une saison a l’autre.
Guyetant et al. (1991) suggere une fidélité au site de ponte pour une population de tritons

palmés de montagne.
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En dehors de la période de reproduction, les adultes ont une vie aquatique ou terrestre,
I’hivernation se déroulant dans la vase ou sous un tapis végétal. Ils se nourrissent de divers
arthropodes, vers, mollusques a terre et de larves d’insectes, de petits crustacés, de tétards et
de larves de tritons en phase aquatique. La longévité maximale atteinte par le triton ponctué
est de 5 a 11 ans selon les populations (Bell 1977; Cogélniceanu & Miaud 2003), de 8 ans
pour une population de tritons palmés de plaine (Miaud 1990) et jusqu’a 11 ans en montagne
(Guyetant ef al. 1991). Le taux annuel de survie avoisine 50% chez les adultes (Bell 1977).
Alors que les males sont matures plus tot, les femelles tendent a montrer de meilleures
capacités de survie (Bell 1977; Cogélniceanu & Miaud 2003; Guyetant et al. 1991; Marnell
1998Db).
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Figure 1.10 a) Séquences de la parade du triton ponctué, le méile est en gris (d'aprés Halliday 1977). b)
Femelle de triton palmé enroulant ses ceufs a la végétation aquatique et c) larves de triton palmé a 10, 18,
25 et 29 mm (Miaud & Muratet 2004).
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Ecologie

Considéré comme ubiquiste, le triton palmé se reproduit dans une large gamme de
milieux aquatiques stagnants ou a courant lent, les mares, étangs, tourbieres, petits ruisseaux
et leurs abords, préférant les mares relativement profondes, fermées et exemptes de poissons
(Denoél & Ficetola 2008; Denoél & Lehmann 2006; Jakob ef al. 2003; Thorn & Raffaelli
2001) (figure 1.11). Il semble dépendre de la présence d’un couvert boisé¢ minimum en milieu
terrestre a proximité de sa zone de reproduction et sa présence est négativement influencée
par la présence de culture (Deno&l & Ficetola 2008). Le triton palmé occupe une niche
écologique plus large que celle du ponctué, fréquentant abondamment les vallées alluviales.
Cependant, sur la région de chevauchement de leur aires de répartition, ce dernier le remplace
dans les secteurs inondables en fond de vallée et dans les zones arriére littorales (Duguet &

Melki 2003).

Figure 1.11 Mares a tritons palmés a) Forét de Longuenée, La Membrolle-sur-Longuenée, 49 ; b) La
maison neuve, Chalonnes, 49 ; c¢) Les Riviéeres, la Varenne, 44

Le triton ponctué est une espeéce de plaine et de colline, assez inféodée aux milieux
littoraux d’une part et alluviaux d’autre part. L’habitat terrestre inclut des formations
arborées, néanmoins il peut se maintenir dans les milieux ouverts, voire méme sur des
remblais dénudés mais riches en abris de toute sorte. Il accepte une grande diversité de plans
d’eau : bras-morts, divers mares et bassins, ruisseaux, bas-marais, marécages, fossés de
drainage... méme si sa présence est négativement corrélée a 1’urbanisation du paysage
(Arntzen 1986; Denoél & Ficetola 2008; Duguet & Melki 2003; Marnell 1998a). 11
s’accommode plus de substrats sableux que vaseux (Rannap et al. 2009). Comme pour le
triton palmé, il peut s’accommoder de submersion prolongée, en zone alluviale mais fuit la
présence de poissons prédateurs (Denoél & Ficetola 2008; Rannap et al. 2009). Sa présence

est positivement corrélée a celle de ses conspécifiques dans les mares voisines (Rannap ef al.
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2009). En Pays-de-Loire, sa présence est inféodée a un habitat prairial uniquement en milieu

alluvial (Mourgaud & Pailley 2005) (figure 1.12).
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Figure 1.12 AFC réalisée sur huit variables environnementales sur le site des Pays-de-Loire selon Johanet
et al. (2009). La présence du triton ponctué est indiquée comme variable supplémentaire.

Menaces et intérét de I'étude de Ila génétique des

populations de tritons palmés

Les tritons palmés et ponctués sont protégés en France. Ils sont classés parmi les especes
« A Surveiller » dans le livre rouge des vertébrés de France. Entre 1950 et 1970, le triton
palmé a disparu des Alpes-Maritimes et du Var, vraisemblablement du fait de ['urbanisation
littorale. Le déclin du triton ponctué¢ a été mis en €vidence en Franche-Comté, peut-&tre a
cause de la dégradation des milieux alluviaux auxquels il est souvent inféodé (Duguet &
Melki 2003).

Les tritons palmés et ponctués sont des especes protégées mais ne sont pas en danger
(statut : at least concerned, IUCN 2008). De plus en plus, les études en génétique de la
conservation ne se restreignent pas aux especes en danger. Afin d’étudier les patrons et
processus de diversité génétique et les principes liés a la conservation, les travaux sur les

espeéces communes sont nécessaires. En effet, les effectifs des espéces en danger sont souvent
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faibles et il est difficile d’avoir un échantillonnage suffisant pour les analyses génétiques. Il
est aussi intéressant d’utiliser des petits animaux comme modeles pour étudier les effets de la
fragmentation des habitats et de I’isolement sur la diversité génétique. D’autres especes de
tritons comme le triton crété Triturus cristatus, ont souffert de déclin dramatique sur la zone
d’étude et sont listés dans les directives habitat (Le réseau Natura 2000 2009). L’¢étude des
variations génétiques chez le triton palmé offre une opportunité de comprendre les patrons
naturels de variation génétique d’une espéce d’amphibien dans un environnement encore

relativement préservé ou les populations n’ont visiblement pas subi de déclin.

Au cours de nos recherches, nous estimerons les flux de génes et la structure de
population chez le triton palmé en vallée de la Loire. En particulier, nous testerons
I’influence de la vallée alluviale comme corridor ou au contraire comme barriere a la
dispersion. Ces travaux permettront d’apporter des éléments de réponse sur I’importance de la

matrice paysagere pour la viabilité¢ des populations naturelles.

Spéciation et hybridation des tritons palmés et ponctués

L’hypothése d’une remise en contact secondaire

L’hybridation entre tritons palmés et ponctués résulterait d’un contact secondaire
postglaciaire (Spurway & Callan 1960). Durant les derniéres glaciations (i.e. Wiirm, de
115 000 a 10 000 ans BP) les deux espéces auraient formé un anneau (ring species) autour des
Pyrénées (figure 1.13). La distribution du triton palmé aurait été davantage méridionale,
s’étendant au sud de I’Espagne jusqu’au Nord de I’Afrique. L’extinction ou le retrait des
formes hypothétiques du nord de 1I’Afrique aurait été postglaciaire ou lors d’une période
interglaciaire. Le triton ponctué aurait vécu trés proche de la limite sud des glaces, dans la
péninsule balkanique et en Asie mineure (Thorn & Raffaelli 2001). Les populations auraient
suivi le retrait des glaces lors de leur expansion dans les plaines du nord de I’Europe, et
auraient colonisé I’Irlande avant que la mer la sépare de la Grande-Bretagne. La divergence
actuelle des formes serait probablement une conséquence des changements climatiques durant
le Pléistoceéne (de 1.8 MA a 12 000 ans BP). Deux théories alternatives sont avancées : la
différenciation serait due (1) a I’isolement de populations relictuelles relativement grandes
durant le rétrécissement de la distribution ou (2) a I’isolement de trés petites populations

colonisatrices (peut-étre quelques femelles inséminées) pendant I’expansion de la distribution.
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Figure 1.13 a) L'Europe durant la derni¢re période glaciaire (glaciation Wiirm). b) Distribution suggérée
des espéces en anneau durant les glaciations. L’extension maximum de la limite des glaces en Scandinavie
est figurée. c) Principales voies de colonisation post-glaciaire en Europe (en jaune) et zones de contacts (en
orange) d'aprés Taberlet ez al. (1998).

Les potentialités d’hybridation et I’introgression

Lorsqu’ils ne sont pas complétement différenciés en allopatrie, de nombreux taxons sont
concernés par 1’hybridation lors de leur remise en contact secondaire. C’est le scénario le plus
populaire relatif a ’origine des zones hybrides (Mayr 1942).

Les tritons palmés et ponctués présentent un large chevauchement géographique,
écologique et temporel (Chadwick ef al. 2006; Griffiths 1986; 1987). La période de
reproduction étant similaire, il n’est pas rare de voir les deux especes parader au méme
moment dans la méme mare (Smith 1969; Wambreuse 1984).

Halliday (1977) a observé en conditions expérimentales une réponse positive des femelles
de tritons palmés a la cour de males ponctués, allant jusqu’a prélever les spermatophores
déposés. Les deux especes Etant similaires en taille et en morphologie et les spematophores
¢tant utilisés par les deux especes pour le transfert de sperme, les barriéres mécaniques
semblent négligées.

Le comportement sexuel semble étre le principal isolement reproducteur entre les deux
especes. Toutefois, les différences seraient limitées a la phase d’exhibition (Halliday 1972;
Wambreuse 1984). Roberts (1990) a montré qu’en condition expérimentale, le choix d’un
partenaire conspécifique n’était pas généralisé. Par exemple, ni les femelles ponctués ni les
males ponctués ne sont attirés par le conspécifique sur le seul critére visuel.

Les croisements dirigés entre tritons palmés et ponctués indiquent que 67% (26 individus
sur 39 résultants de croisements entre femelles ponctuées et males palmés) et 87% (68

individus sur 78 résultants de croisements entre femelles palmées et males ponctués) ont
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donné naissance a des F; qui se sont correctement métamorphosés (Spurway & Callan 1960).
La viabilité des hybrides produits artificiellement ou naturellement indique que les barrieres
postzygotiques ne sont pas completes entre les deux especes. Les auteurs supposent cependant
une maturation sexuelle incomplete. Benazzi (1957) conclut sur une fécondité limitée de
I’hybride. Wolterstorff (in Benazzi 1957) a mis en évidence que les ceufs des backcross dans
une expérience de croisement entre une femelle F; et un male L.v. étaient correctement
développés. Par contre un croisement entre hybrides F; a généré peu d’ceufs F, dont
seulement deux se sont développés. Cependant certains indices d’introgression ont été trouvés
sur un site d’étude dans le Nord-Pas-de-Calais au moyen de marqueurs allozymiques (Arntzen
et al. 1998). Quelques hybrides ont été¢ rencontrés dans plusieurs endroits de la zone de
contact (Arntzen et al. 1998; Beebee et al. 1999; Griffiths et al. 1987; Schliipmann et al.
1999) (figure 1.14).

Figure 1.14 Localisation des hybrides trouvés d’apreés la littérature : %a, Griffiths e al. 1987; b, c,
Arntzen et al. 1998; d, e, Beebee ef al. 1999; f, Schliipmann ez al. 1999.

Cependant, seuls des males hybrides ont été retrouvés. Or, selon la loi de Haldane (1922),
les males (sexe hétérogamétique chez les tritons, Hillis & Green 1990) seraient moins viables
que les femelles. La difficulté¢ a différencier les femelles des deux especes ainsi que la
ressemblance potentielle des individus rétrocroisés pourraient sous-estimer le taux
d’hybridation dans les populations naturelles (Naisbit ez al. 2003). Eu égard a la porosité de

certaines barrieres d’isolement reproducteur entre ces deux especes (cf. figure L.15
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récapitulative), nous émettons 1’hypothese que 1’hybridation soit plus fréquente qu’observée

dans les populations naturelles.

Dépendance du type de sélection a I’environnement

endogéne exogéne
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Figure 1.15 Mécanismes d’isolement reproducteur, classés selon le moment de leur efficacité (avant ou
aprés la formation du zygote) et la nature des pressions sélectives (dépendante ou indépendante de
I’environnement) (d'aprés Bierne 2001). Les disques de couleur vert foncé indiquent une absence évidente
de barriére (Chadwick et al. 2006; Griffiths 1986; 1987) ; vert clair des barriéres perméables (Arntzen et
al. 1998; Beebee er al. 1999; Benazzi 1957; Griffiths ef al. 1987; Schlipmann ef al. 1999; Spurway &
Callan 1960), rouge clair des barriéres plutot efficaces mais parfois poreuses (Halliday 1972; Roberts
1990; Wambreuse 1984), blanc des barriéres non testées.

Au cours de nos recherches, nous évaluerons par une analyse génétique, le taux
d’hybridation et le flux de génes dans les populations naturelles et testerons 1’hypothése de
Haldane (1922). Ceci nous permettra d’apporter des éléments de discussion sur la viabilité et
la fertilité des hybrides. Nous concentrerons notre étude sur une zone marginale de la
répartition du triton ponctué, la vallée de la Loire. Dans cette zone les effectifs restreints de
ponctués par rapport a ceux de palmés pourraient favoriser les accouplements interspécifiques
(Hubbs 1955; Randler 2002; Secondi et al. 2006).

L’ensemble des travaux ayant été¢ principalement effectué dans un contexte paysager
particulier, il convient de définir les caractéristiques d’une vallée alluviale et les particularités

de la vallée de la Loire.
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4 - Les caractéristiques d’une vallée alluviale et

le cas de la vallée de la Loire

Les annexes hydrauliques et la biodiversité

Les cours d’eau sont des systemes ouverts régis par des entrées et des sorties permanentes
d’eau et de maticre. Ces flux liquides et solides, avec d’autres paramétres physiques comme la
pente de la vallée et la granulométrie des sédiments du lit et des berges, contribuent a modeler
les formes de I’hydrosysteme fluvial. A cet hydrosystéme, dont 1’axe principal est
longitudinal (de I’amont vers I’aval), s’ajoute un axe latéral (du cours d’eau vers le lit majeur)
qui s’accompagne de biotopes typiques faconnés par ce moteur géodynamique. Le milieu
aquatique est donc assorti d’annexes hydrauliques : bras secondaires, bras morts, prairies
inondables, marais, marécages (Ward 1998) (figure 1.16). Ces dépendances du fleuve situées
dans le lit majeur ou plaine d’inondation sont des écosystémes interconnectés par le réseau
hydrologique de surface ou par le réseau souterrain, hydrauliquement actifs a partir d’une

certaine hauteur de la ligne d’eau (Malavoi & Souchon 1996).

SIDE CHANMEL

Figure 1.16 Quelques éléments géomorphiques majeurs d’une plaine alluviale (= sens du courant) (Ward
1998).

Ces pieces d’eau, superficielles ou profondes difféerent entre elles d’une part par leur
dimension (des bras morts de grande surface aux cuvettes de quelques meétres carrés ; des
pieces d’eau profondes aux mares et flaques). La proximité de la riviére joue un role

essentiel dans les fluctuations annuelles du niveau hydraulique. Ainsi, le retrait et le
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remplissage sont plus ou moins tardifs et importants. Selon le cas, ’eau elle-méme est
renouvelée toutes les années ou seulement lors des grandes crues. Certaines annexes éloignées
du courant peuvent ainsi rester isolées plusieurs années, alors que d’autres sont submergées
toutes les saisons de hautes eaux. La variabilité spatio-temporelle de ces processus joue un
role important dans la détermination de 1’hétérogénéité et la stabilité physique des habitats
ainsi que dans la diversité des paysages alluviaux (Ward et al. 1999; Ward & Wiens 2001), ce
qui engendre une biodiversité élevée dans la plaine d’inondation (Baber ef al. 2004; Monk et
al. 2008; Morand & Joly 1995; Tockner et al. 1999; Ward 1998; Ward et al. 2002; Ward et al.
1999) (figure 1.17). Les habitats alluviaux augmentent la richesse régionale de plus de 50% en

moyenne (Sabo et al. 2005).
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Figure 1.17 a) Instabilité temporelle d’un train de méandres dans la Réserve Naturelle du Val d’Allier. b)
Diagramme simplifié illustrant I'importance du réle de la dynamique fluviale dans le maintien des
écotones, de la connectivité et de la succession comme déterminants majeurs de I’hétérogénéité de
I’habitat et de la biodiversité dans les plaines alluviales (Ward et al. 1999).

Les annexes hydrauliques de la Loire

La Loire est le plus long fleuve frangais (plus de 1 000 km) et son bassin d’une superficie
totale de 117 000 km? se déploie de 1’Ardeche montagnarde a la Bretagne, recouvrant un
cinquieéme du territoire frangais (Bouchardy 2002) (figure 1.18). La Loire compte parmi les
cours d’eau les moins aménagés d’Europe ce qui permet la présence d’une grande variété de
milieux semi-humides profitant & de trés nombreuses espeéces animales et végétales,
remarquables par leur diversité et souvent leur rareté. En particulier, la région du Val de Loire

entre Sully-sur-Loire dans le Loiret, et Chalonnes-sur-Loire en Maine-et-Loire, a été inscrite
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au patrimoine mondial de 'UNESCO en 2000 (http://whc.unesco.org/) et représente le plus

grand site classé de France. La vallée de la Loire s’étendant des Ponts-de-C¢é a Nantes a été

classée périmetre Natura 2000 (Le réseau Natura 2000 2009).

3 -
& :
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%o F oireis
. BVA
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"~ Ponts-de-Cé Valige

Ancenis de la Loire

.
Chalonnes-sur-Loire
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{/4 & Saumur\\‘{__.
P 10 km Montsoreau

Nantes .

Figure 1.18 Vallée de la Loire et agrandissement sur la zone d’étude. La vallée de la Loire comprise dans
la limite des plus hautes eaux connues est indiquée en bleu clair ; les basses vallées angevines (BVA) sont
les vallées des quatre affluents de la Loire : la Maine, la Mayenne, la Sarthe et le Loir.
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En Pays-de-Loire, les annexes hydrauliques sont appelées « boires » (figure 1.19). Les
boires sont des dépressions de la plaine alluviale, anciens bras abandonnés. Elles sont
caractérisées par une végétation permanente et une connexion unique, le plus souvent a 1’aval.
Quand leur fond est perméable (sable, gravier), le niveau de 1’eau y suit celui de la nappe
alluviale par capillarité ; quand elles sont étanches, elles se remplissent des eaux de
ruissellement des coteaux ou des affluents, ou par débordement direct du fleuve. Leur
agencement, généralement parallele au fleuve, est dii a la topographie particuliere du
remplissage sédimentaire ; les abords du lit mineur (i.e. le bourrelet de rive) plus élevés que
les pieds de coteaux s’opposent souvent a la fusion directe des eaux. Les basses vallées
d’affluents (ex : BVA, figure 1.18) sont des zones inondables submergées par les eaux de
I’affluent ou lors du refoulement des eaux de la Loire. Le bourrelet de rive contraint I’affluent
a emprunter une ou plusieurs boires avant de se jeter dans le fleuve. Dans la majorité des cas,
des vannages placés a leur débouché dans la vallée y maintiennent un certain niveau d’eau

pendant 1’étiage.

a)

hasae vallée

% boire »

Figure 1.19 a) Localisation et disposition des annexes hydrauliques dans un paysage typique de la vallée de
la Loire (GIP Loire Estuaire 2003). b) Ile de la Poste, la Ménitré, 49. ¢) Vue aérienne de la Loire a
Thouaré, 44.

La mise en eau des annexes hydrauliques, et donc leur temporarité, est directement lice
aux crues de la Loire qui ont lieu de novembre a mars, voire mai pour les plus tardives

(figures 1.20 et 1.21).
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Figure 1.20 Hydrogramme de la Loire et photographie représentant quelques hauteurs d’eau maximales
atteintes par les crues a Bouchemaine (49) (GIP Loire Estuaire 2003).

© boire
© bras secondaire
© basse vallée daffluent

I

Nannexe| 28 [27 [ 26 (25 [24 [23 [22 [21 [20[19 ] 18
Altitude (IGN69) | 6,40 | 5,65 | 6.40| 5,71 | 7.58 | 629 I

o |

CHE IR DN AT A NS el
978|1212]| 932|949 2[12.46(14.36| 14,8714 84/ 14.49(15.38

¥l

janv-02 | févr-02 |mars-02| avr-02 | mai-02 | juin-02 | juil-02 (acit-02 |sept-02 | oct-02 |nov-02 |déc-02

[_] 0jour par décade []detla3jourspardécade [ | de4aéjours par décade [0 de 729 jours par décade I 10jours par décade

Figure 1.21 Chronogramme de mise en eau de quelques annexes hydrauliques pendant une année (GIP
Loire Estuaire 2003). A partir du mois d’avril, la majorité des annexes ne sont plus en eau.
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La vallée de la Loire reste un milieu relativement préservé. Cependant I’effondrement
des lignes d’eau (figure 1.22) tout au long du siecle a fait suite aux travaux d’aménagement
de la voie navigable (construction des épis et creusement du bassin de marée), aux extractions
de sable dans le lit mineur (90 millions de meétres cubes depuis 1900 entre Nantes et la
Maine), progressivement réduites depuis 1978 puis interdites au début 1993. S’ajoutant aux
travaux de protections des berges et de canalisations, la plupart de ces effets et de leurs
interactions contribuent a 1’asséchement, I’isolement et la fermeture de certaines annexes

fluviales (Belleudy 2000).

s-_a_m}m Saint-Florent Ingrandes  Montjean Chalonnes  La Possonniére La Pointe  Les Ponts-de-Cé
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Figure 1.22 a) Canal de I’Authion (49) b) Levée de protection a St-Florent-le-Vieil (49) ¢) Tireurs de sable
a Cosne-sur-Loire (58) d) Niveaux atteints par un étiage de 177 m3/s a chaque échelle entre Ancenis et les
Ponts-de-Cé, de 1900 a 1998 (GIP Loire Estuaire 2002).
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5 - Plan de la thése

La these s’organise en quatre chapitres.

Dans le CHAPITRE II nous présenterons les techniques d’étude qui serviront pour
I’ensemble des trois autres chapitres, en particulier, le développement de marqueurs
microsatellites (ARTICLE 1).

Dans le CHAPITRE III, par une analyse génétique, nous évaluerons le taux d’hybridation et
le flux de génes dans les populations naturelles de tritons palmés et ponctués (ARTICLE 2).
Ceci nous permettra d’apporter des ¢léments de discussion sur la viabilité et la fertilité des
hybrides. En parall¢le, nous étudierons deux types de signaux pouvant jouer un réle dans la
reconnaissance spécifique et donc I’isolement prézygotiques. D’une part, en étudiant la
morphologie d’adultes males et femelles de tritons palmés, nous chercherons a savoir si un
déplacement de caractére reproducteur existe en syntopie (ARTICLE 3). D’autre part, par
des tests comportementaux, nous chercherons a savoir si les signaux visuels et/ou
chimiques sont évalués par chacun des partenaires lors de la parade sexuelle et quelle est leur
importance dans I’isolement reproducteur (ARTICLE 4).

Dans le CHAPITRE IV, nous estimerons le flux de génes et la structure de population
chez le triton palmé en vallée de la Loire. En particulier, nous testerons 1’influence de la
vallée alluviale comme barricre a la dispersion ou au contraire comme corridor. Ces travaux
nous permettront d’apporter des éléments de réponse sur I’importance de la matrice paysagere
dans la viabilité des populations naturelles.

Dans le CHAPITRE V, nous évaluerons le flux de génes entre tritons palmés et ponctués au
locus du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Nous étudierons aussi la structure
des populations de tritons palmés sur ce marqueur candidat. Nous étendrons notre étude a
I’échelle de 1’aire de répartition afin de comparer la structure neutre (microsatellite) a cette
structure potentiellement sous sélection.

Dans le CHAPITRE VI, nous discuterons de 1’ensemble des résultats obtenus lors de la thése et

emettrons des perspectives de travail
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1 - L’échantillonnage

L’échantillonnage en Vallée de la Loire

Notre zone d’étude se situe entre Montsoreau (49) et Nantes (44). Dans cette région, des
sites allotopiques de tritons palmés alternent avec des sites syntopiques de tritons palmés et
ponctués.

Afin d’étudier le flux de génes entre tritons palmés et ponctués, 1’échantillonnage a été
intensifié dans la vallée alluviale, habitat naturel du triton ponctué¢ (Mourgaud & Pailley
2005). Pour répondre aux questions de génétique du paysage chez le triton palmé, nous avons
¢chantillonné selon des transects transversaux de part et d’autre de la Loire. Pour chaque
transect, nous avons essayé d’échantillonner un site en vallée, un site en plateau et, si
possible, un site en position intermédiaire. La vallée alluviale a été¢ bornée selon la limite des
plus hautes eaux connues (DIREN Centre 2005).

Les tritons palmés colonisent les pieces d’eau pendant plusieurs semaines (de mars a mai)
ou ils se reproduisent de jour comme de nuit, ce qui permettait un échantillonnage diurne. La
capture se faisait a ’aide d’une épuisette passée le long de la rive et au niveau de la végétation
aquatique que les tritons utilisent pour se cacher, se nourrir et pondre (Griffiths & Mylotte
1987; Miaud 1995; Norris & Hosie 2005). L’échantillonnage durait de 5 minutes a 2 heures
selon les cas. Méme si de nombreux points d’eau étaient colonisés par les tritons palmés, il
n’y avait souvent que quelques individus, d’ou la difficulté¢ de trouver des mares dans
lesquelles environ 30 individus étaient présents. Sur les deux saisons de capture (2006 et
2007), 1513 individus des deux especes ont été échantillonnés. Dans le détail, 1240 tritons
palmés et 273 tritons ponctués ont été capturés respectivement dans 41 et 14 sites de
reproduction respectivement. L.’ensemble des tritons ponctués a été trouvé en syntopie avec le
triton palmé. Sur les 41 sites échantillonnés, 20 se situent en vallée alluviale et 21 en plateau.
Leur localisation est indiquée sur la figure II.1 et le nombre d’individus est indiqué dans le
tableau récapitulatif II.1. L’organisation des transects a été congue de maniere a ce que
chaque combinaison de paire de sites (vallée-vallée et plateau-plateau) soit représentée en
effectif équivalent par classe de distance géographique (figure I1.2). Par un test de Mann-
Whitney, nous avons confirmé cette homogénéité (U = 1,19. 10'4, p=0,164).

Tous les individus ont été¢ ramenés au laboratoire pour les mesures morphométriques.

Elles ont été¢ réalisées le jour méme ou le lendemain L’ablation d’une phalange et sa
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conservation dans I’éthanol a 75% ont permis les analyses génétiques et les essais de
squelettochronologie. Les prélevements effectués dans la partie membraneuse de la queue
(cette partie se résorbe apres la période de reproduction) ne permettaient pas d’obtenir assez
d’ADN avec la méthode d’extraction utilisée en routine (chelex®, Walsh et al. 1991). Tous

les individus ont été rapportés dans leur mare d’origine dans les jours qui ont suivi.
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Figure II.1 : Localisation des sites d’étude en Pays-de-Loire. Les sites allotopiques de tritons palmés sont
symbolisés par des ronds verts et les sites syntopiques de tritons palmés et ponctués par des ronds noirs.
La vallée (bleu clair) est délimitée par la limite des plus hautes eaux connues. Les Basses Vallées
Angevines (BVA), regroupent les vallées alluviales de la Mayenne, de la Sarthe, du Loir et de la Maine.
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Figure I1.2 Distribution des distances entre sites échantillonnés par combinaison de situation.

L’échantillonnage en Europe

Nous avons voulu comparer, d’une part, le taux d’hybridation entre tritons palmés et
ponctués en vallée de la Loire par rapport au reste de 1’aire de sympatrique. Pour estimer si le

flux de genes sortait de la zone sympatrique, des échantillonnages ont aussi été réalisés dans
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I’aire d’allotopie de chacune des deux especes. D’une part, les échantillonnages de tritons
palmés en Europe ont permis de connaitre la diversité génétique et la structure de population a
I’échelle de I’aire de distribution afin d’interpréter les résultats obtenus a 1’échelle régionale,
pour les locus neutres (microsatellites) et genes candidats (CMH).

Pour cela nous avons contacté des chercheurs et naturalistes herpétologues possédant déja
des échantillons ou étant disposés a réaliser les captures. Les échantillons étaient constitués de
clivages de phalange ou d’extrémités de queue conservés dans 1’éthanol a 70% ou 100%. Leur
localisation est indiquée sur la figure I1.3 et le nombre d’individus est indiqué dans le tableau

récapitulatif I1.1).
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Figure I1.3 Localisation des sites d’étude en Europe. L’aire de répartition du triton palmé est hachurée en
vert et celle du ponctué en rouge. Les sites allotopiques de palmés sont symbolisés par des ronds verts,
ceux de ponctués par des ronds rouges et les sites syntopiques par des ronds noirs.
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CHAPITRE Il — SITES ET PROTOCOLES D ’ETUDE

2 - Mise au point de marqueurs moléculaires

Les marqueurs microsatellites

ARTICLE 1 — CHARACTERIZATION OF MICROSATELLITE LOCI IN TWO CLOSELY
RELATED LISSOTRITON NEWT SPECIES

Les séquences microsatellites ou VNTR (Variable Number of Tandem Repeat) sont des
séquences d’ADN largement distribuées dans le génome des eucaryotes. Ils consistent en des
répétitions de motifs di, tri ou tétra-nucléotides et montrent un niveau important de
polymorphisme de longueur de fragment, de part leur taux de mutation élevé de 1024 5 x 107
par locus et par génération (Goldstein & Schlotterer 2000). Ils constituent un outil pertinent
largement employé pour estimer la diversité génétique (Garner et al. 2003), le mode de
dispersion (Newman & Squire 2001), la taille efficace des populations (Rowe & Beebee
2004), pour assigner des individus a leur population d’origine la plus probable (Giordano et
al. 2007), pour détecter d’anciens goulets d’étranglement (Beebee & Rowe 2001), pour
mesurer le flux de génes interspécifique (Babik ez al. 2003) ou encore pour réaliser des ¢tudes
phylogéographiques (Rowe ef al. 1998). Outre leur grande variabilité, les microsatellites ont
I’avantage d’étre ubiquistes et de pouvoir étre utilisés avec de tres petites quantités d’ADN, ce
qui n’implique pas le sacrifice de I’animal. De fait, ces marqueurs sont couramment utilisés
en génétique de la conservation des amphibiens (Jehle & Arntzen 2002).

Afin d’étudier a la fois le flux de geénes entre tritons palmés et ponctués ainsi que la
structure génétique du triton palmé en vallée de Loire, nous avons eu recours a ces marqueurs
neutres codominants. Nous les avons aussi utilisés pour la comparaison avec les marqueurs
sous sélection (CMH). Deux équipes de recherche avaient mis au point des marqueurs
microsatellites pour le triton ponctué¢ (Jehle et al. Unpublished, Trent Garner com. pers.).
Apres les tests d’amplification croisée sur le triton palmé, seules quatre amorces sur les 17
amplifiaient des séquences polymorphes pour les deux especes. Pour compléter ce panel, nous

avons mis au point nos propres marqueurs parmi lesquels quatre se sont révélés informatifs.

Tous ces travaux ont fait 1’objet d’une publication commune dans le journal « Conservation

Genetics ».
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Abstract We have developed eight di- and tetranucleo-
tide Lissotriton microsatellite markers. Eight loci were
polymorphic in the palmate newt Lissotriton helveticus and
six were polymorphic in the smooth newt L. vulgaris.
Polymorphism detected in 33 and 37 individuals per spe-
cies ranged from 3 to 15 alleles. These markers are suitable
for the investigation of population structure, genetic vari-
ation and taxonomic identification in the two focal species,
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and may also be of use in other Lissotriton—Triturus
species.

Keywords Amphibian - Cross-species amplification -
Lissotriton helveticus - Lissotriton vulgaris -
Microsatellite - Newt

The palmate newt Lissotriton helveticus (Razoumowsky
1789) and the smooth newt Lissotriton vulgaris (Linnaeus
1758) are two closely related species broadly distributed
over western, central and northern Europe. Like the other
European newts, they are protected by law in all of the
countries in which they occur. Despite this protection,
some populations seem to be experiencing severe declines
(Beebee and Griffiths 2005; Kinne 2006) due to habitat
fragmentation and loss. Habitat destruction is the main
threats to amphibian populations worldwide (Stuart et al.
2004). The impacts of such changes in landscape ecology
require knowledge of population genetic structure at a
small geographic scale. Neutral, co-dominant genetic
markers such as microsatellites may be used to detect
population subdivision and interconnection and can pro-
vide wuseful information for theoretical population
biologists and applied conservationists. We present the first
microsatellite markers developed for Lissotriton helveticus
helveticus and L. vulgaris vulgaris.

Two different strategies were used to develop microsat-
ellites involving either (1) a direct enrichment hybridisation
step following the ligation of the digested DNA to the linkers
or (2) a fragment size selection step, performed on agarose
gel before the ligation to linkers and the enrichment
hybridisation step. The first protocol followed Avenot et al.
(2005). Genomic DNA from muscle tissue from one

@ Springer
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Table 2 Cross-species amplification of six Lissotriton microsatellite loci in six other newt taxa

Species n Th09 Th14 Th27 ThCal4 Tv3Ca9 Tv3Cal9
Lissotriton italicus 5 5 2 X 2 X 2
Mesotriton alpestris 6 X 4 2 4 X 2
Triturus cristatus 5 X 6 X 3 X 3
T.cristatus x T. marmoratus hybrid 1 X 2 X X X 2
T. marmoratus 3 X 3 X 2 X 2
T. carnifex 3 X 3 1 1 X 2

The number of alleles detected is given for each taxa and locus
n number of individuals tested

X no amplification

L. helveticus was salt-extracted (Sunnucks and Hales 1996).
Microsatellite enrichment was performed according to the
protocol of Fisher and Bachman (1998), using 3’-biotinyla-
ted (CA);, and (GATA)g oligonucleotides. Enriched single-
stranded DNA fragments were amplified then ligated into a
pUCI18 vector and transformed into Escherichia coli DH10B
electrocompetent cells (Gibco BRL). In total, 96 randomly
selected recombinant clones (48 from the CA-enriched
library and 48 from the GATA library) were sequenced at the
automated sequence facility of Ouest-Génopole, France
using an ABI 3130 DNA Analyser (Applied Biosystems).
Primers were designed on the basis of sequences flanking the
repeats using the software Primer version 3 (Rozen and
Skaletsky 2000). Primer pairs were developed for ten loci
and amplification was successful for four microsatellites
(Th09, Th14, Th27, ThCal4). The second protocol followed
that of (i) Garner et al. (2000) for loci Tv3Ca9 and Tv3Cal9
or (ii) (Armour et al. 1994) for loci Tv12 and Tv16. Primer
sets were designed for a total of eight sequences (Table 1).

PCR amplification was performed using a fluorescent
labelled forward primer and 10-pl reaction volumes con-
taining 10 ng genomic DNA, 0.4 uM of each primer,
0.1 mM of each dNTP, 2 mM MgCl,, 0.2 units Tag DNA
polymerase (Promega). Reactions were performed in a MJ
Research PT200-Tetrad thermal cycler: 4 min at 95°C, 35
cycles consisting of 30 s at 95°C, 30 s at Tm °C (Table 1),
30 s at 72°C, then 5 min at 72°C. PCR products were
separated on an ABI Prism 3130x] DNA Analyser.
Observed and expected heterozygosities were determined
and tests for heterozygote deficiency were performed using
GENEPOP (Raymond and Rousset 1995).

Loci were characterized in 33 L. helveticus individuals
from a population located in the Loire valley near Saumur
(France) and in 37 individuals from a population of
L. vulgaris near Nantes (France). Eight loci were poly-
morphic in L. helveticus and six in L. vulgaris (Table 1).
No significant linkage disequilibrium was noted after
sequential Bonferroni correction. Loci Tv3Ca9, Tv3Cal9
and TvI6 met expectations of Hardy—Weinberg equilib-
rium when characterized in both species. Loci Th09 and

Th27 in L. helveticus and loci Th09, Thi4, ThCal4 and
Tvi2 in L. vulgaris exhibited a significant excess of
homozygotes suggesting the presence of null alleles.

We tested for cross-species amplification using indi-
viduals of six other newt taxa (Table 2). Loci Thil4 and
Tv3Cal9 were polymorphic in every taxa tested but cross-
utility was quite low for the other loci tested. Low levels of
successful cross-species amplification are common in
“old” species like amphibians (Primmer and Merila 2002)
and has been observed before in Old World newts (Garner
et al. 2003). The low frequency of microsatellites in
amphibian’s genome (Zane et al. 2002) would in part
explain the difficulty for each of our three research teams to
isolate microsatellites in the focal species.

The microsatellite markers reported here are currently
being utilized for understanding population genetic struc-
ture and assessing genetic variations in these species across
many levels of scale, from metapopulation to full geo-
graphical range. They are also useful for taxonomic
identification of larvae and female of the two species and
investigations of hybridization. Their use would inform
proper management decisions for these protected species.
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Les marqueurs mitochondriaux

La grande majorité¢ des études (> 80 %, Avise 2000) visant a retracer I’histoire des
populations au cours de ces deux dernie¢res décennies, s’est basée sur 1’analyse des variations
de ’ADN mitochondrial (ADNmt). L’ADNmt est apparemment non recombinant chez les
vertébrés (Baker 2000). Généralement transmis maternellement (Dawid & Blackler 1972), il
permet de déterminer la direction des croisements chez des individus hybrides (Beebee ef al.
1999). Son taux de mutation est supérieur a celui des séquences nucléaires, permettant
I’accumulation de variabilité génétique entre et a I’intérieur des populations dans un temps
évolutif relativement court. Néanmoins des régions conservées codant pour des protéines
peuvent retenir les signaux phylogénétiques pendant plusieurs dizaines de millions d’années,
permettant les inférences phylogénétiques a des temps de divergences plus importants (Baker
2000). L’ADNmt est donc couramment utilisé pour 1’étude de la variabilité des populations
(Wahbe et al. 2005), la phylogéographie intraspécifique (Martinez-Solano et al. 2006), la
biogéographie (Stock et al. 2006), I’hybridation (Babik ez al. 2003) ou la biologie de la
conservation (Moritz 1994).

Les marqueurs mitochondriaux ont été utilisés, d’une part dans I’étude des flux de génes
entre palmés et ponctués afin de confirmer 1’identification de certains individus et déterminer
la direction des croisements. Nous avons aussi voulu les utiliser dans 1’étude de la génétique
des populations de tritons palmés a 1’échelle des Pays-de-Loire et de I’Europe. La région de
controle (i.e. D-loop) est généralement la partie la plus variable de I’ADNmt (Baker 2000).
Trois tentatives d’utilisation de ce marqueur ont été effectuées avec des marqueurs et

techniques différentes.

La D-loop en RFLP

Le principe de la technique utilisant le polymorphisme de longueur de fragments de
restriction (RFLP) repose sur la comparaison de profils de coupure par enzymes de restriction
suite a I’existence d’un polymorphisme dans une séquence d’ADN. L’ADN est donc digéré
par une ou plusieurs enzymes de restriction et les produits sont ensuite séparés sur gel
d’agarose, ce qui en fait une technique tres simple, rapide et peu onéreuse (Tagu 2003).

Un fragment de 1010 pb correspondant a la région ND2 de I’ADN mitochondrial a été
amplifié grace aux amorces L3780 et H5018 (Babik et al. 2005a). 23 individus de tritons
palmés provenant de 19 populations ligériennes et une population de 1’Aisne (Tpal Mo) et un

individu ligérien de triton ponctué ont été amplifiés suivant le protocole de Babik et al.
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(2005a). Apres séquengage et alignement, seuls cinq sites polymorphes ont été détectés sur les
1010 pb. Sur ces cinq sites, seulement trois pouvaient étre reconnus par des enzymes de
restriction (Alul et Haelll) suite a une simulation de restriction sur WEBCUTTER 2.0

(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/). Vu le peu d’informations fournies par cette technique,

celle-ci a été abandonnée.

La D-loop en SSCP

La technique utilisant polymorphisme de conformation de I’ADN simple brin (SSCP,
Fujita & Silver 1994) est fondée sur le comportement électrophorétique d’un fragment
d’ADN monocaténaire dans un gel d’acrylamide non dénaturant. En effet, une molécule
d’acide nucléique peut former des structures secondaires dues a des appariements de bases au
sein de la molécule. Ces structures secondaires dépendent de la séquence propre au brin
d’ADN et donnent une conformation particuliére a chaque type de molécule monocaténaire
(Tagu 2003).

Cent trois séquences de la région controle du triton de Bosca Lissotriton boscai (Martinez-
Solano et al. 2006) ont été alignées sur BIOEDIT (Hall 1999). Nous avons ainsi déterminé des
amorces pour I’amplification d’une séquence d’environ 314 pb, une taille facilement
amplifiable et permettant une révélation par SSCP. Ces amorces (D-loop Trit F:
CTGTGATATCAATTCCCCATA et D-loop Trit R GGTCTTTATAGTCTTGGGGTTG) ont
¢té utilisées pour I’amplification par PCR des individus de six populations de tritons palmés et
deux populations de tritons ponctués selon le protocole de Martinez-Solano ef al. (2006) a une
température d’hybridation de 52°C. Les produits PCR ont ensuite été séparés sur gel de
polyacrylamide non dénaturant pour mettre en évidence le polymorphisme de conformation
simple brin. Les produits PCR ont été mélangés a un volume égal de tampon de charge [95%
formamide, 20 mM EDTA (pH 8,0), 0,05% xyléne cyanol, et 0,05% bleu de bromophénol],
dénaturés a 95°C pendant 5 min, et plongés dans la glace pour éviter la renaturation. Dix
microlitres du mélange ont été déposés sur un gel non dénaturant a 8% contenant 14 ml de
polyacrylamide a 37,5% et de bisacrylamide a 1%, 7 mL de Glycerol 0,5 X, 7 mL of TBE 5 X
(450 mM Tris-borate, 10 mM EDTA a pH 8) et 42 mL d’eau ultra pure. La migration
¢lectrophorétique a été réalisée a une puissance constante de 8 W pendant 16 heures dans un
tampon de TBE 1 X. Les produits ont été révélés par la technique du nitrate d’argent selon
Creste (2001). Les gels ont été rincés dans 2 L de solution de fixation (10% ethanol, 1,5%
acide acétique) pendant 10 min. Les gels rincés ont été plongés 3 min dans 2 L d’une solution

d’acide nitrique a 1,5%, puis rincés et imprégnés d’une solution de nitrate d’argent 4 1 g.L”!
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pendant 10 min. Les gels ont été rincés rapidement (20 s) puis développés dans une solution
de carbonate de calcium a 30 g.L"' avec du formaldéhyde a 40% jusqu’a ce que les bandes
apparaissent avec une intensité suffisante. Toutes les manipulations ont été réalisées dans des
solutions réfrigérées (4°C) afin de pourvoir contrdler 1’étape ultime de la révélation.

Sur les 169 individus testés, les deux populations de tritons ponctués se sont révélées
monomorphes et cing populations de tritons palmés sur les six €taient monomorphes. Tous
ces individus provenaient des Pays-de-Loire. La sixiéme population de tritons palmés (Tpal

Mo, dans I’Aisne) a montré un deuxieme haplotype (de fréquence 24%).

Un second couple d’amorces (D-loop boscaiF : CAGCTGGTTATGAATCTATGA et D-
loop boscaiR : CTTAGAAAAACTAGCTCCGG) a permis I’amplification d’un fragment
d’environ 336 pb. Les PCR ont été réalisées sur les mémes individus, dans les mémes
conditions, et a une température d’hybridation de 51°C. Les fragments obtenus étaient les
mémes que ceux amplifiés avec I’amorce précédente.

Le nouvel haplotype observé sur la population Tpal Mo a encouragé 1’utilisation de ce
marqueur a I’échelle de 1’aire de distribution. Néanmoins, en génotypant quelques populations
supplémentaires de tritons palmés en Europe, seul un troisiéme nouvel haplotype a été détecté

(figure 11.4).

i Q;j @

o Ste (2)

=

£)Gir (19)
£) Que (28)

A

Figure 11.4 Proportion de chaque haplotype d’ADN mitochondrial dans les dix populations de tritons
palmés testées. La taille de I’échantillon est indiquée entre parenthéses aprés le code de la population.
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Eu égard au faible polymorphisme révélé par ce fragment de la région controle de I’ADN
mitochondrial, nous n’avons pas utilisé ce marqueur dans notre étude de génétique du
paysage. A l’inverse, il se révele tres utile pour la discrimination spécifique entre tritons
palmés ponctués. Nous 1’avons utilisé€ a ce titre pour analyser la parenté des hybrides détectés

(cf. CHAPITRE III).
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3 - Caractérisation du paysage

Le paysage influence d’une part (i) la croissance donc la morphologie des individus
(qualités trophiques) (ii) la dispersion et donc les flux de genes (résistance ou perméabilité de
la matrice), et d’autre part (iii) la charge parasitaire donc, potentiellement, la variation aux
locus impliqués dans la réponse immunitaire. Les caractéristiques paysageres ont été utilisées
dans chacun des trois chapitres suivants.

La caractérisation du paysage a été réalisée a partir de photos aériennes pour chaque mare
dans un rayon de 400 m autour du centre de la mare, ce qui correspond a la distance moyenne
de migration des tritons (Joly er al. 2001). Le logiciel pour systémes d’informations
géographiques MAPINFO v 6.5 (Copyright 2001) a permis la digitalisation et le calcul des
surfaces occupées par les prairies, boisements, routes, batis, cultures, peupleraies et eaux

courantes ou stagnantes (figure IL.5).

Mares

Praines

Cultures
Peupleraies

Fleuve

Figure IL.5 Digitalisation des surfaces d’occupation du sol dans un rayon de 400 m autour d’une mare
(mare Tpal 23) par SIG (Maplnfo v. 6.5).

Le critéere d’inondabilité de chaque mare a été déterminé par la délimitation des plus
hautes eaux connues (PHEC) qui borne la plaine d’inondation ou lit majeur de la Loire, et de
la limite des crues décennales. Ces informations ont pu étre récupérées sur le site internet de
la DIREN Centre qui centralise les informations et coordonne la gestion des risques pour le
bassin Loire-Bretagne.

(http://www?2.centre.ecologie.gouv.fr/telechargement/acces_donnees.htm)
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4 - Mesures morphomeétriques

La sélection naturelle, la sélection sexuelle, la dérive génétique ainsi que la plasticité
phénotypique peuvent étre responsables de la différenciation génotypique entre populations.
Des mesures morphométriques ont été effectuées sur 1466 individus afin d’étudier (i) 1’effet
de I’environnement ainsi que (ii) de la syntopie (déplacement de caractere reproducteur) sur
les phénotypes. Ces analyses sont présentées dans le CHAPITRE I1I.

Les mesures morphométriques ont été réalisées le jour méme ou le lendemain de la
capture des tritons afin de limiter la régression des caractéres sexuels. Avant chaque mesure,
et pour faciliter celle-ci, les tritons ont été¢ endormis au MS 222 (0,3 g/L). Les mesures ont été
réalisées avec un pied a coulisse a affichage électronique avec une précision de 0,01 mm.
Pour chaque triton, tous les caracteéres ont été mesurés deux fois. Si la différence entre deux
mesures était supérieure a 0,3 mm, une troisiéme mesure ¢tait effectuée. La largeur de téte, la
largeur du cloaque, la hauteur de queue a la base, la hauteur de queue maximum, la longueur
de queue, la longueur totale et la distance entre 1’extrémité de la téte et la base du cloaque
(SVL) ont ainsi été¢ mesurées chez tous les individus. Pour les males de tritons palmés, la

longueur du filament caudal a également été mesurée (figure 11.6).

Longueur du filament caudal

Hauteur maximale de queue

Largeur du cloagle Hauteur de queus

Longueurdu tronc (SYL) i i
argeur de la téte

Figure IL.6 Mesures effectuées sur un male de triton palmé. Les femelles et les tritons ponctués ne
possédent pas de filament caudal.
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D’apres le concept de 1’espece biologique de Mayr (1942), la preuve de la spéciation est la
capacité des formes parentales a rester distinctes en sympatrie. Par extension, le processus de
spéciation n’est complet qu’une fois que le flux de génes entre les espeéces sympatriques
cesse. Les mécanismes conduisant au développement de I’isolement reproducteur entre
especes sympatriques sont assez mal connus (Coyne & Orr 2004; Ramsey ef al. 2003). Les
zones hybrides représentent des systémes naturels dans lesquels la spéciation est
potentiellement incomplete, ce qui  permet des études génétiques, €cologiques et
comportementales détaillées des mécanismes évolutifs importants dans les processus de

spéciation.

L’hybridation a depuis longtemps ¢été étudiée dans des zones de tension (Barton & Hewitt
1985) ou en mosaique (Harrison 1986; Howard 1986). L’étude de I’hybridation chez des
especes se reproduisant sur de larges zones de sympatrie présente un intérét récent (Borge et
al. 2005; Cooley et al. 2006; Duvernell et al. 2007; Fuller 2008; Hobel & Gerhardt 2003;
Jang et al. 2009; Roques et al. 2001; Turner et al. 2005). En effet, si les espéces montrent un
large chevauchement écologique, on s’attend a ce que I’hybridation soit peu fréquente et que
des barrieres reproductives soient assez fortes pour maintenir I’intégrité¢ des especes. Nous
avons étudié I’introgression et certains mécanismes d’isolement reproducteur entre les tritons
palmés et ponctués. La répartition de ces deux amphibiens se chevauche sur plus de 1000 km
en latitude et en longitude et le recouvrement de leur niche écologique fait que ces especes
sont souvent présentes au méme moment dans les mémes sites de reproduction. Dans ce
chapitre, nous avons (i) tenté de détecter des traces d’hybridation et d’introgression entre
tritons palmés et ponctués et d’analyser la dynamique de flux de génes entre ces especes
(ARTICLE 2). En parall¢le, nous avons (i1) étudié 1’effet de la syntopie et du paysage sur la
différenciation morphologique pour des traits potentiellement utilisés dans la reconnaissance
spécifique (ARTICLE 3). Par des tests comportementaux nous avons (iii) étudié¢ les bases
sensorielles de la reconnaissance spécifique entre les deux especes et émis des hypotheses sur

la robustesse des mécanismes d’isolement prézygotique (ARTICLE 4).
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ARTICLE 2 — WIDESPREAD INTROGRESSION DOES NOT LEAK INTO ALLOTOPY IN
A BROAD SYMPATRIC ZONE.

L’hybridation chez les animaux a longtemps été considérée comme un événement rare
(Darwin 1859; Dobzhansky 1937; Mayr 1942). Cependant des études génétiques récentes ont
mis en évidence qu’elle était beaucoup plus répandue que ce qui était supposé (Mallet 2005).
Les études menées sur 1’hybridation ont longtemps assigné les individus aux especes parentes
sur la base des caractéres morphométriques ce qui pouvait biaiser sa détection et son
estimation dans les populations naturelles (Naisbit ez al. 2003). Le développement récent des
techniques moléculaires et des analyses statistiques a amélioré la détection des populations
(Barton 2000) et des individus hybrides au point de discriminer les F;, F; et rétrocroisements

récents des génotypes parentaux (Anderson & Thompson 2002; Pritchard et al. 2000).

Dans cette étude, nous avons cherché a évaluer ’intensité du flux de génes entre tritons
palmés et ponctués. L’échantillonnage s’appuie principalement sur des sites ou les deux
especes ont été trouvées en syntopie. Nous avons intensifié notre effort d’échantillonnage sur
une zone de I’étude ou une espéce domine I’autre numériquement. En effet, en vallée de la
Loire, le triton ponctué est a la limite de son aire de répartition, ses effectifs sont réduits, ce
qui augmente potentiellement les risques d’hybridation (Hubbs 1955; Randler 2002; Secondi
et al. 2006). Nous avons testé 1’existence de barrieres post-zygotiques (Haldane 1922) et
d’asymétrie d’introgression. Nous avons utilis€¢ pour cela les marqueurs mitochondriaux et
microsatellites précédemment développés pour des analyses de détection d’hybrides sur 1272
individus et des analyses de déséquilibre de liaison inter- et intragénomique sur 37
populations. La zone de contact est caractérisée par une distribution bimodale des traits
phénotypiques et génotypiques (1,7 % d’hybrides). Nous avons détecté une assymétrie
d’introgression avec cinq fois plus d’hybrides chez le triton ponctué que chez le palmé. Des
relations négatives entre degré d’introgression et sex-ratio suggerent fortement que la loi de
Haldane (1922) s’applique a ce systeme. Un flux de genes interspécifique significatif a été
détecté dans 73 % des sites syntopiques (16/22) mais dans aucun site allotopique (figure
III.1). Cette étude met en évidence que ’hybridation est répandue mais reste confinée aux
sites de syntopie, ce qui expliquerait pourquoi les especes restent génétiquement différenciées

sur une large zone sympatrique.
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0 0,2 0.4 0,61i 0,8 1

fréquence de l'alléle Lv

Figure III.1 Associations par paires a P’intérieur des génomes K, (correspondant a un déséquilibre de
liaison moyen par paire) et entre génomes k;; (correspondant a un déséquilibre a Hardy-Weinberg
moyen), estimées selon la méthode de Barton (2000), en fonction de la fréquence en alléles de tritons
ponctués. Les échantillons appartiennent a des populations de tritons palmés en allotopie (O), de tritons
ponctués en allotopie (A) et des populations syntopiques (/7). Les barres verticales représentent les
intervalles de confiance a 95%. Les valeurs maximales théoriques sont représentées par une courbe.
L’écart a ces valeurs maximales témoigne d’un mélange entre les deux espéces.

Cet article fait I’objet d’une soumission dans le journal « Molecular Ecology ».
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Abstract

Species overlapping over a large part of their range and for their habitat requirements are
challenging for the study of speciation and hybridization. To this respect, the study of
broadscale introgressive hybridization has raised recent interest. Here we studied
hybridization between two closely related amphibians Lissotriton helveticus and L. vulgaris
that overlap over a wide sympatric zone. Interestingly, L. vulgaris is nested within L.
helveticus habitat. We used a mitochondrial marker and six microsatellite loci on 1272
individuals in 37 sites over Europe to detect hybrids at the individual-level and analyse
disequilibria at the population-level. Morphological traits showed a strong bimodal
distribution. Consistently hybrid frequency was low (1.7%). We found asymmetric
introgression with five times more hybrids in vulgaris than in helveticus, a pattern probably
explicated by an unbalanced effective size in a study part where helveticus numerically
predominate. Negative relationships between introgression level and sex-ratio strongly
suggested Haldane’s rule. Strikingly, significant levels of introgression were detected in 73%
of syntopic sites (16/22). In the six remaining sites and all allotopic sites estimations could not
be computed due to the fixation at one locus or more. Our study showed that introgression is
widespread but remains confined to syntopy. This pattern may explain why these species

remain genetically distinct over a broad sympatric zone.
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Introduction

Natural hybridization has long raised the interest of evolutionists as it represents a unique
source of information about the mechanisms of reproductive isolation which could lead to
speciation (Coyne & Orr 2004); the maintenance of species integrity in the face of gene flow
remains a central outcome in evolutionary biology (Baack & Rieseberg 2007; Hey 2006; Petit
& Excoffier 2009; Sites & Marshall 2003). Two main models that describe the dynamics of
the hybridization process have been proposed, the Tension zone model and the Mosaic zone
model, both account for many situations observed in nature.

Barton & Hewitt (e.g. 1985) have championed the concept of Tension zone in which
clines are maintained by a balance between parental effective migration and selection against
hybrids. The low fitness of hybrids is caused by the disruption of intra-genomic co-adaption
(i.e. endogenous selection). The model does not assume any effect of environmental (i.e.
exogenous) factors on migration/selection equilibrium. Stable clines can thus form in
homogeneous environments in the absence of spatial gradients of natural selection (Barton &
Hewitt 1985; Endler 1977). The Tension zone model performs well in situations of parapatry,
and when zone width is small relative to the breeding range of the two taxa. In contrast, the
Mosaic zone model (Harrison 1986; Howard 1986) assumes that two species segregate
between two habitat types. Differential selection caused by ecological factors (i.e. exogenous
selection) maintains species integrity by limiting the possibility of successful dispersal into
the other habitat. The distribution of habitat patches is not specified so that this model could
theoretically fit any spatial configuration. In the Mosaic zone model, hybrids occur at the
ecotone. They can be fitter than parental forms in intermediate habitats (the “Bounded Hybrid
Superiority Model”, Moore 1977).

Although the Tension zone and the Mosaic models describe a wide range of situations

encountered in animals and plants, they are not universal and their assumptions are not always
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met (Harrison 1993). Predictions about hybridization dynamics become less clear (i) when the
zone of sympatry covers a large fraction of the breeding ranges of focal species, and (i) when
species are frequently found in syntopy. In other words, classical models are not suitable to
cases where species exhibit broad geographical and ecological overlap. A plausible reason
why these situations did not raise strong interest in previous studies is that hybridization is
expected to occur at a very low rate between broadly sympatric taxa and that reproductive or
other barriers are strong enough to maintain species integrity. Hybridization events can thus
be viewed as of no biological significance in those cases. However, a broad zone presents a
large interface surface between two species so that even if hybridization events are locally
rare, they are not necessarily so at the zone scale. In addition, exogenous selection against
hybrids is expected to be negatively related to the degree of ecological overlap between
species. The more two species ecologically overlap, the less environmental components of
fitness will favour parental forms over hybrids.

Several broad hybrid zones have been studied (Borge et al. 2005; Cooley et al. 2006;
Duvernell et al. 2007; Fuller 2008; Hobel & Gerhardt 2003; Jang et al. 2009; Roques et al.
2001; Turner et al. 2005). However, in those studies attention has been largely given to cases
of invasion by an allochthonous or clonal species into the distribution of an indigenous/wild
species (Duputié ef al. 2007; Rubidge & Taylor 2004) or a recent range expansion (Martin &
Cruzan 1999). Studies investigating cases of ancient contact between autochtonous taxa
remain rare, hence this study.

We investigated hybridization and introgression between the palmate newt Lissotriton
helveticus (Razoumowsky 1789) and the smooth newt L. vulgaris (Linnaeus 1758). These
closely related taxa diverged approximately 64 MA ago (Steinfartz ef al. 2007) and the last
secondary contact has probably formed after the last glaciation (Spurway & Callan 1960). The

zone of sympatry extends over a thousand kilometres in longitude and latitude in Europe
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(IUCN 2008) and is broad relative to the breeding range of each species (Fig. 1) (72% of
helveticus range and 11% of vulgaris range is sympatric). The two newts frequently breed in
the same water bodies (Arntzen 1986; Griffiths 1987) where extensive overlap in microhabitat
selection, diet and breeding period is observed (Chadwick et al. 2006; Griffiths 1986;
Griffiths 1987). Heterospecific courtship is relatively common in the lab which suggests that
pre-zygotic barriers are not strong (Roberts 1990; Secondi unpublished data). Reproductive
interactions may be more frequent than initially thought.

Consistently but rarely, hybrids have been found in several locations (Arntzen ef al. 1998;
Beebee e al. 1999; Griffiths et al. 1987; Schlipmann et al. 1999) (see Fig 1). Laboratory
experiments suggested that if hybrids were less viable and fertile than the progeny of
homospecific crosses (Cogélniceanu 1994; Spurway & Callan 1960), they could backcross
and produce viable offspring (Benazzi 1957). An earlier study detected introgression in three
areas of the sympatric zone (Arntzen et al. 1998). So far, only hybrid males have been
detected in wild adults (Arntzen et al. 1998; Beebee et al. 1999; Griffiths ef al. 1987,
Schliipmann ez al. 1999). The fact is striking as hybrid females are expected to be more viable
than hybrid males (Haldane 1922), males being the heterogametic sex in Lissotriton (Hillis &
Green 1990). Our current knowledge of the hybridization process between the two species
may be strongly biased because of the difficulty to identify phenotypic hybrids in one sex. In
contrast to males that are readily identified by secondary sexual traits, females look alike, and
overlap for several traits like underpart colour pattern (Johanet et al. 2009b). Thus, female
hybrids would be very difficult to identify and female backcrosses almost impossible to
distinguish from parental species (Naisbit ef al. 2003) by morphological criteria alone.

We conducted a large scale study in order to quantify hybridization between the two
newts. We carried out morphometric and genetic analyses at the individual-level and analyses

of disequilibria at the population-level. We had three objectives: (i) To test the effect of sex
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and species on the genotype-phenotype relationship. (i1) To estimate the hybrid frequency at
the scale of the sympatric zone by sampling distant areas over a large part of the sympatric
zone. (iii) To analyse introgression dynamics at the local scale. We selected an area where
Lissotriton vulgaris is always encountered syntopically with L. helveticus in floodplain
valleys; the latter species is also found in allotopy in valley or plateau sites. The nesting of
vulgaris habitat within helveticus habitat is an extreme case of ecological overlap between
two hybridizing species. In this area, located at the southern edge of the sympatric zone, the
occurrence ratio is biased towards helveticus, a situation that tends to maximize hybridization
rate (Hubbs 1955; Randler 2002; Secondi ef al. 2006). We made use of this particular setup to
estimate the potential for introgression by contrasting hybrid frequency in different contexts

syntopy, allotopy, and allopatry.

Materials and Methods

Sampling strategy

In order to estimate the overall hybridization rate, we collected DNA samples from 37 ponds.
One pond, Liré, was sampled two years in a row (2007 and 2008). Five sites, respectively
from 3 and 2 distinct areas for helveticus and vulgaris, were located in allopatry. In addition,
32 ponds from 10 distinct areas were sampled in the sympatric zone. Among these, 10 ponds
were allotopic and 22 were syntopic. In total, 928 helveticus and 344 vulgaris were sampled
(see Fig. 1 & Appendix 1).

In order to analyse genotypic and phenotypic introgression in detail, we increased our
sampling effort in one area. For this reason, 20 out of the 32 sympatric ponds were located in
the Loire river valley and adjacent plateaus between Saumur and Nantes (see Fig. 1 &

Appendix 1).
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Genetic analysis

Microsatellite analysis

We analysed DNA from the 928 helveticus and 344 vulgaris. Individuals were toe- or tailed-
clipped according to capture permit delivered for each sampling area. DNA was extracted
following Chelex procedures (Walsh et al. 1991). We used 6 microsatellite markers to
estimate introgression level: Th09, Th14, Th27, ThCal4, Tv3Ca9, Tv3Cal9 (Johanet et al.
2009a). PCR amplification were performed using fluorescent-labelled forward primers and
10-ul reaction volumes containing 10 ng genomic DNA, 0.4 uM of each primer, 0.1 mM of
each dNTP, 2.0 mM MgCl,, 0.2 units Tag DNA polymerase (Promega). Reactions were
performed in a MJ Research PT200-Tetrad thermal cycler: 4 min at 95 °C, 35 cycles
consisting of 30 s at 95 °C, 30s at Tm °C (see Johanet ef al. 2009a), 30 s at 72 °C, then 5 min
at 72 °C. PCR products were separated on an ABI Prism 3130x]1 DNA Analyser.

Genetic differentiation between species was calculated using FST estimates (Weir &
Cockerham 1984), and tested by permutation test using GENETIX (Belkhir ef al. 2004). We ran
a Factorial correspondence analysis (FCA) using with GENETIX (Belkhir ez al. 2004) on ponds
with no a priori on species identity. FCA is particularly well-suited for hybridization studies
as it generally extracts between-species differentiation on the first axis, and within-species
population differentiation on secondary axes (Daguin et al. 2001). Interestingly, FCA
simultaneously expresses the genetic variation in the dataset and the respective contributions

of each allele to the variation.

Hybrid identification
We used two Bayesian-Markov Chain Monte Carlo (MCMC) methods to detect hybrids,
NEWHYBRIDS and STRUCTURE. None of them requires a priori assignment of alleles to

taxonomic entities and uses markers that are not necessarily fixed in either parental species.
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NEWHYBRIDS (Anderson & Thompson 2002) estimate the posterior probability that an
individual falls into one of the six following categories: pure parental, F1, F2 and backcrosses
to one parental species or another. The whole dataset was analysed after 10,000 iterations. We
assigned an individual to one of the parental groups when its inferred proportion of genes
belonging to the group exceeded 90% (Smulders et al. 2008). Otherwise, individuals were
considered as hybrids of first or second generation.

STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) was used to estimate the most likely number of
populations (i.e. clusters) in the sample and then individual admixture proportions. We thus
estimated the proportion of an individual’s genotype originating from one or the other of the
parental populations (i.e. ancestry estimates). The number of clusters in our dataset was
estimated by pooling all samples and calculating the probability that each individual belong to
one of K clusters. We assumed that K ranged from one to six clusters. Individual admixture
proportions were calculated by assuming an admixture model (i.e. allowing the genetic
composition of individuals to be a mixture from different populations), using 10,000 iterations
for burn-in and 10,000 iterations for parameter estimation. This was repeated 20 times at each
K-value. The most likely K-value was estimated using the method proposed by Evanno et al.
(2005). We used a threshold of 90%, like for NEWHYBRIDS, to assign an individual to one
parental group or another (Duputié et al. 2007).

We tested for the effect of species and sex on hybrid frequency using log-linear analyses
(StatSoft 2007). This method analyses multifactor cross-tabulations by partitioning the
variation in frequency data into the different factors, testing for interactions in a way similar

to the analysis of variance (ANOVA).
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Mitochondrial analysis of putative hybrids.
We genotyped mitochondrial DNA of putative hybrids to identify their maternal parents. We
used BioEdit (Hall 1999) to align sequences from the control region of Lissotriton boscai
(Martinez-Solano ef al. 2006) and Primer 3 (Rozen & Skaletsky 2000) to design primers for
the amplification of an approximately 300 bp sequence. PCR conditions were the same as for
Lissotriton boscai, with 0.4 uM of each  primer  (DloopboscaiF:
CAGCTGGTTATGAATCTATGA, DloopboscaiR: CTTAGAAAAACTAGCTCCGG). The
annealing temperature was 51°C. PCR products were then separated on a non denaturing
polyacrylamide gel to screen single single-strand conformational polymorphism (Fujita &
Silver 1994). Amplified fragments were mixed with an equal volume of sample buffer [95%
formamide, 20 mM EDTA (pH 8.0), 0.05% xylene cyanol, and 0.05% bromophenol blue],
denatured at 95°C for 5 min, and cooled on ice. 10 pL of the mix were deposited on a 8% non
denaturing gel containing 14 ml of 37.5% polyacrylamide-1% bisacrylamide mixture, 7 mL of
Glycerol 0.5 X, 7 mL of TBE 5 X (450 mM Tris-borate, 10 mM EDTA at pH 8) and 42 mL of
H,0. Electrophoresis run at a constant voltage of 8 W for 16 hours in 1 X TBE electrophoresis
buffer. Silver staining revelation followed Creste (2001). Gels were washed in 2 L cold (4 °
C) fixing solution (10% absolute ethanol, 1.5% acetic acid) for 10 min. Washed gels were
soaked for 3 min in 2 L cold solution with 1.5% nitric acid, then washed and impregnated for
10 min in a 2 L cold solution of 1 g.L"'AgNOs. Gels were rinsed quickly (20 s) once with 2 L
distilled H,O and developed in a 30 g.L'1 Na,COj; solution with 40% formaldehyde until the

bands appear with a sufficient intensity.

lintrogression analysis
Even low hybridization, as expected in Lissotriton (Amtzen et al. 1998), can lead to

substantial introgression (Goodman et al. 1999). Here we use a method that is appropriate
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when hybridization is rare. It separates the contribution of ancestral polymorphism from
current hybridization to apparent introgression, allowing for no strictly diagnostic markers
(Barton 2000). Microsatellite alleles at a single locus were clustered in two groups according
to their first axis coordinate on the FCA. We defined two species-specific synthetic alleles:
Lh, characteristic of helveticus-like individuals, and Lv, characteristic of vulgaris-like
individuals. They also corresponded to the alleles inferred by STRUCTURE to be characteristic
of clusters 1 and 2, respectively when we fixed K = 2 clusters. Synthetic alleles were used to
compute between-genome deviations from Hardy—Weinberg equilibrium (x; ), and within-
genome pairwise associations (Ko, linkage disequilibrium) following the method described
by Barton (2000), using MATHEMATICA 5.0 (Wolfram Research 2003). We expect between-
genome and within-genome pairwise associations to be at their maximum values when two
syntopic taxa do not hybridize. As recommended by Barton (2000), the likelihood of different
nested models was estimated. We assumed first that the population is in HWLE, then allowed
for pairwise associations between-genomes (Hardy-Weinberg disequilibrium), within-
genomes (linkage disequilibrium) or both, and finally for higher-order associations. The same
sequence of models was repeated allowing different contributions of each locus to the
association. The most appropriate model was chosen using the Akaike information criterion
under which model 2 is more likely than model 1 if log(L2)-2n > log(L1), where n is the
number of additional parameters used in model 2 relative to model 1. A 95% confidence
interval was estimated using a random walk algorithm with parameter T (temperature of the
simulated annealing) initially set up to 1 (Barton 2000). This method does not need to use
reference populations that represent parental gene pools.

We calculated for each pond the difference between the observed value for Hardy—
Weinberg disequilibrium and linkage disequilibrium respectively compared to their

theoretical maximum value by the formula Kmaximum — Kobserved / Kmaximum- 10 order to detect an
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influence of sex-ratio on interspecific matings , we then tested for a relation between HWLE
and sex-ratio in each population using a linear model using R 2.6.1 (R Development Core

Team 2007).

Phenotypic analysis

We measured a sample of 560 adults from the Loire river area composed of 389 helveticus
(181 males and 208 females) and 171 vulgaris (59 males and 112 females). Adult newts were
caught in ponds from March to May in 2006 and 2007 using dipnets (Capture and release
Permit delivered by Préfectures du Maine-et-Loire and Loire-Atlantique). All newts were
anaesthetized prior to manipulation by immersion in Tricaine methane sulphonate (0.2 g/1),
MS222, for a duration of 5 to 10 minutes. Measurements were taken the same day or the day
after capture. Four characters associated with body size and secondary sexual trait
development were measured to the nearest 0.01 mm using a digital calliper: snout-to-vent
length (SVL), maximum tail height (MTH), cloaca width (CW) and filament length (FIL)
(for details on the measurement method, see Secondi ef al. 2007). Characters were measured
twice and the mean value of the two measurements was recorded. We also scored the throat
pattern by coding “0” for a clear throat (typical of palmate newts) to “4” for a completely
marbled throat (typical of smooth newts). These traits are known or likely to discriminate the
two species (Griffiths & Mylotte 1988; Johanet ef al. 2009b). Individuals were subsequently
released to their original capture sites.

Principal component (PCA) and discriminant analyses were performed using
STATISTICA (StatSoft 2007) to determine (i) whether morphological clusters could be
detected without any a priori hypothesis of group membership, (ii) to estimate the
relationship between genotype and phenotype. Sexes were treated separately because of

sexual dimorphism for all traits.
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In order to check for a relationship between genotype and phenotype we tested for relation
between individuals scores in PCA (phenotypic score) and FCA (genotypic score) for each
sex and species using Linear Mixed-Effects Models with population as a random effect in R

2.6.1 (R Development Core Team 2007).

Results

Genetic analysis

Hybrid identification
Two microsatellite loci, Th27 and Th14, were fully diagnostic. Polymorphism level of the 6
microsatellite markers ranged from 12 to 35 alleles per locus with an average of 25 alleles in

both species. The proportion of private alleles was respectively 41% and 39% in helveticus
and vulgaris. Genetic differentiation was significant (ﬁST =0.2629, p = 0.0000) between the

two taxa. Consistently, Factorial Correspondence Analysis on microsatellite data supported
the genetic distinctiveness of helveticus and vulgaris by separating two clusters along the first
axis (Fig. 2). The large eigenvalue (analogous to a partial Fgr estimate) of the first axis,
25.13%, was indicative of a strong differentiation among samples. Samples from each species
formed a scatterplot. Yet, the two 99% ellipsoids partially overlaid. Six individuals of each
species, according to their phenotype, were located on the edge or within the ellipsoid of the
other species. These 12 individuals were all captured in syntopic ponds. Interestingly,
variation on both axes was much larger in vu/garis (x ranging from 0 to 2200 approximately)
than in helveticus (x ranging from -800 to 0 approximately).

According to our classification criterion, NEWHYBRIDS assigned 98.3% of all individuals
(1251/1272) to a parental group, helveticus or vulgaris, and 1.7% (21/1272) of all individuals

to the remaining four groups. We considered these 21 individuals as hybrids. NEWHYBRID
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assigned none of these individuals to one of the hybrid class with a high probability. For
instance, no F; were detected and five individuals were assignmed with a probability higher
than 30% to the F, class, all of them owning private alleles from the two species. Results may
reflect the inability for the NEWHYBRID to identify the correct hybrid class, a known weakness
of this method when several generations of backcross occur (Anderson & Thompson 2002).
Focusing on the two diagnostic loci, five hybrid individuals clearly show two private alleles
for one species at one diagnostic locus and one helveticus allele plus one vulgaris allele for
the other diagnostic locus, suggesting that recombination occurred.

STRUCTURE revealed that the most likely number of populations K in our sample was two
(See Appendix 2). In agreement with NEWHYBRIDS assignments, 98.1% of all individuals
(1248/1272) were classified as helveticus or vulgaris. The remaining individuals (24/1272)
were considered as hybrids. Figure 5 illustrates the distribution of individuals according to
their ancestry estimates (posterior probability of belonging to vulgaris). It shows a clear
segregation of allopatric individuals. All individuals with intermediate genotypes come from
the sympatric zone, twenty-one from syntopic and three from allotopic sites.

Outputs given by the two Bayesian clustering methods were congruent. In total 25 hybrids
were identified by NEWHYBRIDS or STRUCTURE. Twenty of them were identified by both
methods using the same assignment threshold for posterior probabilities. Among the five
remaining individuals, four were identified by STRUCTURE only and 1 by NEWHYBRIDS only.
These five individuals were detected by both methods when we raised the assignment
threshold to 95%.

According to our criterion, hybrid frequency was 5.1 times lower in helveticus-like
individuals (0.8%) than in vulgaris-like individuals (4.1%) basing on NEWHYBRIDS
assignments. It was 4.4 times lower in helveticus-like individuals (1.0%) than in vulgaris-like

individuals (4.4%) basing on STRUCTURE assignments. We used these data to compute overall
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hybridization rate and its geographical variation. All hybrids were captured in sympatry from
5 distinct areas. Hybridization rate did not vary largely between areas: 2.4% (18/743 in 12
ponds) in Pays-de-la-Loire, 3.4% (1/29 in one pond) in Pas-de-Calais, 1.0% in Oise (1/97 in
one pond), 2.6% (1/39 in one pond) in Sussex, 3.8% (1/26 in one pond) in Lorraine. All but
three hybrids originated from syntopic ponds. Overall hybridization rate was 1.7%. Note that
we excluded from this computation individuals from site Liré 2008 (three hybrids were

detected) that is a replicate of Liré 2007 (three other hybrids were detected the year before).

Introgression analysis
Models assuming pairwise associations between genomes (Hardy-Weinberg disequilibrium)
and within genomes (linkage disequilibrium) were the most appropriate. Pairwise associations
of alleles at a locus between genomes, k;; and across loci within a genome, Ko, were
presented as a function of synthetic Lv allele mean frequency in Fig. 6. «;; and «o2 could not
be estimated for all 13 allotopic helveticus sites, the Swedish allopatric vulgaris site, and 6
syntopic sites because at least one allele was fixed in these sites. Theoretical values for these
parameters were used for Fig. 6. No departure from maximum disequilibrium was observed
among vulgaris from allopatry (Norwegian population). Sixteen sites showed significant
deviation both from Hardy-Weinberg, «;; and linkage, Ko, disequilibrium maximum values,
indicating that interspecific gene exchanges occurred. All of them were syntopic. Each sample
of the site of Liré (2007 and 2008) was treated as separate populations and both showed

significant introgression. Introgression was thus detected in 73% (16/22) of all syntopic sites.
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Sex and hybridization

Among the 25 newts identified as hybrids, 9 were helveticus (6 males and 3 females) and 16
were vulgaris (5 males and 11 females). We based on STRUCTURE assignments to test the
effect of species and sex on hybrid frequency using a log-linear model. The full model (model
with both effects included) gave a significantly better fit to the data than the reduced model
(model with no effect) (ALog-Likelihood = 7.8484, ¥* = 15.6968, df = 3, p < 0.0013). We
observed more hybrids in vu/garis-like than in helveticus-like individuals (> = 16.569, df =1,
p < 0.0001). No effect of sex (3* = 0.325, df = 1, p = 0.568) and no interaction between
species and sex (x> = 0.499, df = 1, p = 0.478) were detected. We obtained the same results
using NEWHYBRIDS assignments.

Interestingly, we observed contrasting sex ratio values between our main study area (Loire
river valley) and the other sites (Fig. 7). Sex ratio in both species was female-biased in the
Loire river valley whereas it was balanced or male-biased elsewhere. The difference was
particularly strong for vulgaris. We tested the relationship between deviations from maximum
values of k;; and o, and site sex-ratio. Deviation from K, was correlated with sex-ratio in
helveticus (F =5.019, p = 0.047), whereas deviation from K, ; was correlated with sex-ratio in
vulgaris (F = 5.440 p = 0.042). According to the coefficient signs (respectively -0.550 and -
1.038), the more interspecific gene exchanges occurred in the population (i.e. the more
linkage or Hardy-Weinberg disequilibrium decreased), the more sex-ratio was biased to the

detriment of males.

Mitochondrial DNA analysis
MtDNA analysis was carried out 168 allopatric individuals and the 25 hybrids. Based on the
168 reference samples, we found two species-specific haplotypes for each species. MtDNA

matched phenotype for all allopatric individuals and for most hybrids. Mismatch between
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phenotype and mtDNA was observed only in 1 out of 9 helveticus-like hybrids, and 1 out of
16 vulgaris-like hybrids. These two individuals were males. Mismatch rate did not differ

between species (Fisher exact test, p = 0.581).

Phenotypic analysis

The Principal component analyses based on morphological traits (Fig. 3) clearly separated
males and females of the two species as 99% confidence ellipses did not overlap. Note that
species discrimination was supported by Axis 1 for males (47.28% of phenotypic variation)
and Axis 2 for females (Axis 1 = 48.96%, Axis 2 = 31.27%). Species discrimination was
significant for each sex (males: Wilks' Lambda = 0.0758, p < 0.0000; females: Wilks' Lambda
= 0.0240 p < 0.0000). Discriminant function analysis classified all males and females to the
initial group they have been assigned to by observers.

We tested for the relationship between phenotype and genotype using PCA-scores and
FCA-scores of individuals on axes responsible for species discrimination (Fig. 4). We
observed no significant relationship in male and female helveticus, nor in male vulgaris. In
contrast, we detected a significant positive relationship in female vulgaris (coefficient =
225.4640, SE = 72.2812, df = 4, F = 9.7298, p = 0.0024). This result means that the more
genetically intermediate vulgaris females were, the more they resembled to helveticus

females.

Discussion

Hybrid frequency
We used two assignment methods, NEWHYBRIDS and STRUCTURE, that both identified

hybrids left undetected by morphometry. No F; hybrids were found but different levels of
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admixture were observed. Because of the low number of diagnostic loci (Vdhd & Primmer
2006) and the limits of the Bayesian models (only recent hybrids can be found, Anderson &
Thompson 2002), assignment methods are not expected to detect all hybrids. Nevertheless,
results given by NEWHYBRIDS and STRUCTURE were congruent and the same individuals
were identified as hybrids provided assignment threshold was slightly elevated for
NEWHYBRIDS.

Overall, about 1.7% of adults had probabilities of admixture with each species. Hybrid
frequency fluctuated around this value in several areas of the sympatric zone. Sampling effort
differed between those areas but it is not likely to explain such low values. Thus,
hybridization appears as a widespread phenomenon occurring over a large proportion of
species’ breeding ranges. Our estimation of hybrid frequency in adults was two to three times
higher (1.7%) than the frequency of alien genes (0.07%) observed earlier in larvae (Arntzen et
al. 1998). The discrepancy between the two studies may reflect either better survival of
hybrids to metamorphosis or properties of the markers used (microsatellites vs allozymes).
The first hypothesis is not confirmed by experimental crossings (Spurway & Callan 1960).
The second hypothesis is more plausible. A high variance among markers in levels of
differentiation between species is expected when the presence of semi—permeable genetic
barriers to gene exchange is suspected (Bierne et al. 2003). The small sample size of markers
used in both studies (two enzymatic diagnostic markers and six microsatellites) may explain
this high variance between markers and then, this apparent discrepancy.

We found no morphological evidence of hybridization between the two newts. Phenotype
distribution was strongly bimodal and discriminant analysis classified all individual in the
group they have been assigned to in the field. It is often difficult to discriminate introgressed
from pure individuals using morphology only so that the estimation of hybrid frequency in the

wild by morphology is often underestimated (Naisbit e al. 2003; Thomas et al. 2008).
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Another set of variables may yield higher discrimination power but it seems unlikely that
morphology alone would be enough to survey the hybridization process. Results highlight the
fact that most hybrids, mostly backcrosses, remain phenotypically undetected. Males’ sexual
morphology is very differentiated whereas females are very similar. It is thus not surprising
that only few male hybrids have been observed by others in the field, even if both species are

among the most common newts in Europe.

Species and sex asymmetric introgression

Mitochondrial analysis revealed that both maternal lineage helveticus and vulgaris occurred in
hybrids. Consistently, nuclear gene flow was bidirectional between the two species. However
we found a significant asymmetric pattern of nuclear introgression as the proportion of
hybrids or introgressed individuals was five times higher in vulgaris than in helveticus. The
range of scores on the first FCA axis was also much larger for vulgaris than for helveticus,
which is consistent with the fact that a larger proportion of vulgaris were involved in
heterospecific crosses than helveticus. Several ecological factors (relative abundance,
reproductive phenology) and selective factors could explain this pattern but none of them has
been rigorously tested here. Still, we observed that relative abundance was often biased as we
caught more helveticus than vulgaris. Unbalanced abundances facilitate the formation of
heterospecific pairs and favour asymmetrical heterospecific mating rates (Arnold ez al. 1993;
Randler 2002). This factor may have a major effect on the dynamics of hybrid zone. We also
observed a genotype-phenotype relationship in vulgaris females but not in helveticus females
or males of both species. The rationale for this pattern is not straightforward as it could result
from an actual asymmetric relationship, if phenotypes of both species responded differentially
to hybridization, or simply reflect a higher frequency of vulgaris-like hybrids. In any case, the

current situation suggests that hybrid vulgaris-like females would more frequently backcross
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with vulgaris males than with helveticus males and contribute to maintain an asymmetrical
hybridization pattern.

Although we observed a trend, no effect of sex on introgression level neither in helveticus
nor in vulgaris was significant. The low number of detected hybrids limited the power of
statistical tests and strong conclusions cannot be drawn from these tests. However, the
negative relationships between disequilibria deviations from their maximum values (k) and
sex-ratio for each of species indicates that in sites where hybridization occurred, sex-ratio was
significantly female-biased. However, even if we sampled newts in the middle of the breeding
season, we can not be completely sure of the value of sex-ratio from a single sampling
(Arntzen 2002). The positive correlation between genotypic and phenotypic scores found in
vulgaris females and not in males is also suggestive of selection against hybrid males.
Haldane’s rule could apply here as males are the heterogametic sex in Lissotriton (Hillis &
Green 1990). Thus, sex-specific postmating barriers may be associated with a decrease in

viability and in fitness of hybrid males.

Extent of introgression and demographic consequences of hybridization

Tests for multilocus Hardy-Weinberg and linkage equilibrium provided additional evidence
for the existence of mixing between the two taxa. We found significant deviations from
theoretical maximum values in about 70% of syntopic sites. Allotopic sites all showed
fixations for at least one allele which did not allow us to compute estimations. According to
our data, introgression was thus common in syntopy but did not leak out into allotopy. The
result is striking since allotopic and syntopic sites in the Loire river study area alternate along
the valley on a short geographical scale (Johanet ef al. 2009b). We may have had not enough
power to detect accurately all hybrids as suggested by NEWHYBRIDS and STRUCTURE output.

Method for estimating disequilibra is also awkwardly sensitive to allele fixation as only one
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fixed allele impairs computation. Thus, we may have underestimated actual hybrid frequency
and introgression. Nevertheless, both approaches consistently indicate that introgression is
present in sites where the two species physically co-occur. We cannot discard the occurrence
of introgression in allotopy but its level is certainly lower than in syntopy. Overall, our results
are consistent with the maintenance of species integrity, as observed on phenotypic traits, in
spite of recurrent interspecific gene flow.

The higher hybrid frequency in vulgaris-like individuals may weaken syntopic vulgaris
populations as more non introgressed individuals tend to engage in low fitness heterospecific
matings. In addition, female-biased sex ratio in vulgaris is suggestive of lower male hybrid
viability (Haldane 1922). Unbalanced sex ratio causes shortage of sexual partners and is likely
to increase the probability of heterospecific matings (Randler 2002). Both asymmetric
hybridization and male-biased sex-ratio are expected to affect vulgaris populations more
strongly than helveticus populations, and to increase their extinction risk. To this regard, the
Loire river valley is located on the edge of vulgaris range. There, sex-ratio are particularly
biased to the detriment of males (0.31 £ 0.09, Fig. 7) compared to other areas (e.g. Chadwick
et al. 2006). Local surveys suggested that this species currently recedes northwards
(Mourgaud & Pailley 2005). Distributional changes could be the consequence of global
changes as observed elsewhere (Thomas et al. 2004) or other factors. Nevertheless,
hybridization could play an important role here and more largely at the borders of the hybrid
zone where unbalanced relative abundances are expected. Thus, if hybridization does not
seem to strongly affect the genetic characteristics of each species, this process may still have

demographic consequences.
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Introgression dynamics in broad hybrid zones

Our study shows that a moderate level of hybridization does not imperil genetic integrity of
species with broad geographic and ecological overlap. The contact zone between the two
newts is not recent and yet both taxa remain well differentiated genetically in the large
fraction of the contact zone we sampled. The apparent restriction of hybrids to syntopic sites
raises questions about the factors that impede the diffusion of alleles to allotopy and more
largely about the dynamics of introgression in broad hybrid zones. Owing to the age of these
taxa, it is possible that most neutral or advantageous alleles have already spread into the other
species distribution and that markers currently showing some degree of diagnositicity are

subjected to selection, directly or via linkage to another gene.

However, one has to consider that introgression in the general context of intraspecific
gene flow for each species. In helveticus, the number of hybrids detected is small relative to
the total population size and allotopic sites are more abundant than syntopic. Thus, genetic
drift may wipe out introgressed alleles from allotopic sites. A recent study by Petit and
Excoffier (2009) proposes that introgression is impaired when intraspecific gene flow is high.
Accordingly, net gene flow from allopatric or allotopic areas is to reduce the frequency of
alien alleles that are then more easily lost by chance. Hybrid frequency is not particularly
small in the helveticus-vulgaris system. Still, hybridization rate does not seem high enough
for introgression to spread. Interestingly, the palmate newt is a ubiquitous and relatively
abundant species. It tends to occupy a wider niche and more breeding sites than vulgaris in a
large part of the contact zone. In such a context, the frequency of hybrid effective migrants
need to be high enough to counter the homogeneizing effect of intraspecific gene flow.

The maintenance of species integrity between broadly sympatric species is usually thought

as the result of strong post and pre-zygotic barriers so that the few hybrids produced are
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considered as evolutionary dead-ends. However, other processes may prevent introgression
without the elevation of particularly strong reproductive barriers. The relative abundance of
species and the proportion of syntopic sites over the total number of sites (allotopic and
syntopic) are two major factors that may strongly condition the demographic component of
broad hybrid zones, and set the upper limit to introgression dynamics. The spatial
arrangement of allotopic and syntopic sites will determine net relative intra- and inter-specific
gene flow and for this reason is also a parameter to consider. The strength of the effects
generated by these different factors may create demographic barriers that impair the diffusion
of alien genes outside syntopic sites. Their efficiency is probably reinforced for aquatic
species that breeds in discrete habitats such as ponds or lakes. Modelling would certainly shed
light on the process of genome interaction between taxa hybridizing in broad hybrid zones.
The emphasis should be put on the effects and interactions of drift, relative abundance and

relative occurrence on introgression dynamics.
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Figure legend

Fig. 1 Sampled sites, distribution of Lissotriton helveticus and L. vulgaris, and location of the
zone of sympatry (from IUCN 2008). The outlet shows the study site where we investigated
pattern of introgression at a local scale (BD CARTHAGE ®© IGN-MATE 2005). White
circles indicate sampled sites where only L. helveticus were found and black triangles
sampled sites with only L. vulgaris. Grey rectangles indicate syntopic sites. Stars indicate the
locations of hybrids as reported in literature (a, Griffiths et al. 1987; b,c, Arntzen et al. 1998;

d,e, Beebee et al. 1999; f, Schliipmann et al. 1999).

Fig. 2 Scatterplot of the two first axes of a factorial correspondence analysis based on
multilocus analysis of 927 Lissotriton helveticus (white circles) and 343 L. vulgaris (black
triangles) sampled over the breeding ranges of the two species. Note that dotted and a plain

ellipsoid 99% represent confidence intervals for L. helveticus and L. vulgaris respectively

Fig. 3 Scatterplot of the two first axes of a principal component analysis based on phenotypic
traits measured in 240 males (a) and 320 females (b) of Lissotriton helveticus (white circles)
and L. vulgaris (black triangles) sampled in the Loire valley. Note that dotted and a plain

ellipsoid 99% represent confidence intervals for L. helveticus and L. vulgaris respectively.

Fig. 4 Relationship between phenotype (ACP) and genotype (AFC) in males helveticus (a)
and vulgaris (b), and females helveticus (c) and vulgaris (d). Axes represent synthetic
variables responsible for species discrimination. We observed a significant effect of genotype

on phenotype in female vulgaris only.
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Fig. 5 Distribution of ancestry estimates from STRUCTURE analysis (proportion of
individual genomes derived from Lissotriton vulgaris) in helveticus and in vulgaris in

different ecological contexts.

Fig. 6 Pairwise associations within genomes, Ko, (corresponding to an average pairwise
linkage disequilibrium) and between genomes, k;; (corresponding to an average Hardy-
Weinberg disequilibrium) estimated following the method of Barton (2000) organized as a
function of Lissotriton vulgaris allele frequency. Samples of L. helveticus in allotopy are
represented by white circles, sample of L. vulgaris in allotopy are represented by black
triangle. Samples in syntopy are represented by grey rectangulars for sites in Pays-de-Loire
and by grey diamonds for sites elsewhere in Europe. Theoretical maximum values of «y, and

K1, are represented by curves. Vertical bars represent 95% confidence intervals.

Fig. 7 Boxplots of sex-ratio in Lissotriton helveticus (Lh) and L. vulgaris (Lv) from different

sites (n) in Pays-de-Loire and elsewhere in Europe. Sites not considered in genetic analyses

were included.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 5
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Appendix 1 Locality, context (S = syntopy, A = allotopy), sample size (n) sex-ratio (SR),

observed (Hp) and expected (Hg) unbiased heterozygosities for Lissotriton helveticus (Lh) and

L. vulgaris (Lv). Data were calculated when population sizes were superior at 10. Asterisk

refer to individuals without genotypic data.

Lissotriton helveticus

Lissotriton vulgaris

104

pond S/A n SR Ho He n SR Ho He Collector
Allopatry helveticus
1 Causses du Quercy A 27 0.61 0.28 Marty P.
2 Dordogne A 23 047 061 0.32 Monguillon A.
3lledYeu A 27 032 063 0.30 Zannetty G.
Sympatry, Loire river valley
4 Mauve-sur-Loire A 30 047 0.60 0.46 Johanet A.
5 Liré 2007 S 35 043 071 045 22 033 0.65 021 LemaireC.
6 Liré 2008 S 50 043 062 039 37 033 0.61 0.28 SecondiJ.
7 St-Florent-le-Vieil S 28 052 064 038 6 Lemaire C.
8 Montjean-sur-Loire A 30 030 0.64 0.36 Johanet A.
9 St-Germain-des-Prés S 43 045 059 040 23 024 0.65 0.29 JohanetA.
10 St-Georges-sur-Loire S 32 044 062 038 5 Johanet A.
11 Chalonnes A 36 036 064 0.39 Johanet A.
12 Longuenée A 30 0.67 045 Johanet A.
13 St-Jean-de-la-Croix S 30 050 059 0.41 19 035 0.57 0.35 JohanetA.
14 Mars-Erigné S 19 031 066 0.41 21 047 056 0.28 JohanetA.
15 St-Maurille S 35 024 065 0.29 Johanet A.
16 Ponts-de-Cé S Johanet A.
17 lle-St-Aubin S 28 043 0.60 0.33 SecondiJ.
18 Briollay S 1 31 039 0.59 0.36 BoyersS.
19 Villevéque S 22 055 066 054 13 033 049 026 Caillaults.
20 La Bohalle S 24 042 065 038 1 Johanet A.
21 Blaison-Gohier A 29 052 063 0.33 Johanet A.
22 Milly A 32 0.59 0.30 Secondi J.
23 Varennes-sur-Loire S 35 046 0.71 033 9 Johanet A.
24 Villebernier S 24 050 070 033 21 031 0.61 052 JohanetA.
Sympatry, other areas
25 Mayenne A 25 0.67 069 0.36 Johanet A.
26 Normandie S 23 048 031 032 1 Barioz M.
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Appendix 2 Graphical representation of AK calculated as AK = m|L"(K)|/s[L(K)] for each
K wvalue (Evanno ef al. 2005). The modal value of this distribution is the uppermost level of

structure, here two clusters.
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ARTICLE 3 - A CASE OF REPRODUCTIVE CHARACTER DISPLACEMENT IN FEMALE
PALMATE NEWTS (LISSOTRITON HELVETICUS)

Dans son ouvrage Genetics and the Origin of Species, Dobzhansky (1937) ajoute a la
définition de I’espece biologique I’importance des mécanismes d’isolement reproducteur.
Dans son article Speciation as a Stage in Evolutionary Divergence (1940), il argumente que
ces mécanismes surviennent généralement dans les zones de contact comme conséquence de
la sélection contre I’hybridation. Le déplacement de caractére reproducteur se définit
généralement comme une divergence phénotypique plus importante entre especes vivant en

sympatrie qu’en allopatrie (Brown & Wilson 1956).

Nous avons ici testé 1’existence d’un déplacement de caractere morphologique chez le
triton palmé en syntopie avec le ponctué. La plupart des études portant sur le déplacement de
caractere comparent des populations sympatriques avec des populations allopatriques. Les
gradients environnementaux peuvent masquer ou au contraire confondre un déplacement de
caractére dans une étude menée a grande échelle géographique (Adams & Collyer 2007,
Goldberg & Lande 2006). Les amphibiens présentent une grande plasticité phénotypique et,
récemment, Sotiropoulos et al. (2008b) ont mis en évidence que la morphologie externe du
triton ponctué varie en relation avec des criteres climatiques et des caractéristiques de
I’habitat. Compte tenu de la grande aire de contact entre tritons palmés et ponctués, nous
avons restreint notre étude dans une zone de 120 km de large, dans la vallée de la Loire, ou
des sites allotopiques et syntopiques alternent. Nous avons intégré dans nos analyses plusieurs
facteurs environnementaux susceptibles d’influencer la morphologie des individus. En
utilisant des mode¢les linéaires mixtes, nous avons constaté que les femelles de tritons palmés
possédaient une queue plus élargie en présence de la seconde espece, un phénomene
concordant avec un déplacement de caractere reproducteur (Figure I11.2). Ce phénoméene est
peu documenté chez les amphibiens et nos résultats suggerent que [’accouplement
interspécifique engage un coflit pour les tritons males. Notre étude souligne aussi que

I’évolution des systemes de reconnaissance sexuelle peut opérer a tres petite échelle.

107



CHAPITRE Il —ETUDE DE L ’ISOLEMENT REPRODUCTEUR ENTRE DEUX ESPECES SYMPATRIQUES

fréquence des individus
50 e
[
, 40 7
femelles de tritons : !
palmés en allotopie 30 :
20
10
0
50 1

40
femelles de tritons

) .30
palmés en syntopie

20
10 7

0 [
50 1
| [

40 I
30

femelles de tritons
ponctués

20 ]

N
RPN SO CONE SR
SIS AN A Y, PR S gt
N N N N N

N N N I NN AN

Q NS Q- IS ISR

hauteur maximum de la queue/longueur du tronc

Figure II1.2 Distribution des hauteurs de queue maximales relatives chez les femelles de tritons palmés en
allotopie, syntopy et femelles de tritons ponctués. L’axe des ordonnées représente la fréquence des
individus a Pintérieur de chaque groupe. Une queue plus large chez les femelles de tritons palmés en
syntopie suggére un déplacement de caractére reproducteur (RCD)

Cet article a fait I’objet d’une publication dans le journal « Comptes Rendus de Biologie »

en 2008.
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Abstract

Reproductive character displacement is commonly described as larger phenotypic differences between species living in sympatry
rather than in allopatry. We investigated this phenomenon on two amphibians found in their contact zone where syntopic and
allotopic sites alternate. To test the effect of syntopy with Lissotriton vulgaris on the Lissotriton helveticus phenotype, we studied
the morphology of adult males and females while controlling for environmental factors (i.e. land use and flood risk). Using linear
mixed-effects models, we found that females of L. helveticus expressed a deeper tail when in the presence of the other species, a
pattern consistent with reproductive character displacement. This pattern has been rarely observed in Amphibians. It suggests that
male newts incur large mating costs when selecting heterospecific partners. Our study also emphasizes that the evolution of mate
recognition systems could occur at a microgeographical scale within a sympatric area. To cite this article: A. Johanet et al., C. R.
Biologies 332 (2009).
© 2009 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Résumé

Un cas de déplacement de caractere reproducteur chez les femelles de Tritons palmés (Lissotriton helveticus). Le déplace-
ment de caractere reproducteur se définit généralement comme une divergence phénotypique plus importante entre especes vivant
en sympatrie qu’en allopatrie. Nous avons étudié ce phénomene chez deux amphibiens a I’intérieur méme de leur zone de contact
ou des sites en syntpopie et allotopie alternent. Pour tester I’effet de la syntopie avec Lissotriton vulgaris sur la variabilité phé-
notypique de Lissotriton helveticus, nous avons étudié la morphologie des males et femelles adultes en contr6lant par certains
facteurs environnementaux (i.e. I’occupation du sol et les potentialités d’inondation). En utilisant des modeles linéaires mixtes,
nous avons constaté que les femelles de Lissotriton helveticus possédaient une queue plus élargie en présence de la seconde espece,
un phénomene concordant avec un déplacement de caractere reproducteur. Ce phénomene est peu documenté chez les amphibiens
et nos résultats suggerent que 1’accouplement interspécifique engage un colit pour les tritons males. Notre étude souligne aussi que
I’évolution des systémes de reconnaissance sexuelle peut opérer a tres petite échelle. Pour citer cet article : A. Johanet et al., C. R.
Biologies 332 (2009).
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1. Introduction

Character displacement refers to the phenomenon
where differences among similar species are accentu-
ated where their distributions overlap [1]. This pattern
can be caused by ecological or reproductive processes.
Ecological character displacement results from evolu-
tionary change driven by competition among species for
a limited resource whereas reproductive character dis-
placement (RCD) is the divergence in sympatry of a
trait involved in species recognition [2]. In most cases,
the latter is expected to increase differences between
parental species to avoid hybridization risk and can
contribute to reinforcement in cases where gene flow
persists between species [3]. RCD can affect mate col-
oration [4], morphological trait size [5], acoustic signals
[6], olfactory signals [7] or mating preference [8].

Most studies of reproductive character displacement
have focused on the evolution of either male mating
cues or female preference. The fact that females gener-
ally appear to be the choosiest sex in most animals may
give rise to a bias in evolutionary research [9]. However
some recent studies mentioned the occurrence of RCD
in male mate preferences [10-13]. Occurrence of male
mate choice in species from different taxa (actinoptery-
gians, birds, insects, mammals) and contribution of fe-
male sexual traits and male choosiness to specific re-
productive isolation [14,15] may indicate that this phe-
nomenon is more common than previously thought.

In amphibians, male mate choice has been doc-
umented in some species [16—18]. However, to our
knowledge, the only literature available on reproduc-
tive character displacement in amphibian concerns male
anuran mating calls [6,19-21].

Within the European newts, hybridization is com-
monly observed in the genus Lissotriton [22,23]. In par-
ticular, hybrids between the palmate newt Lissotriton
helveticus (Razoumowsky 1789) and the smooth newt
Lissotriton vulgaris (Linnaeus 1758) have been found
in several locations within the sympatric zone [24-27]
and introgression is documented [26]. The two species
co-occur across a broad sympatric area (Fig. 1) extend-
ing from western to central and northern Europe over a
thousand kilometres in longitude and latitude [28]. The
two species frequently breed in the same water bodies
[29] even if their ecological requirements are not iden-

tical [30]. Breeding periods broadly overlap too [31], in
such a way that male secondary sexual characters are
fully expressed at the same period [32]. L. vulgaris pos-
sesses a denticulate dorsal crest and flaps of skin on the
toes of the hind feet. In contrast, L. helveticus has a very
low straight-edged crest, conspicuous webbing between
the toes of the hind feet and a filament at the end of
the tail [32]. However, females of the two species look
alike, although L. vulgaris female is quite slimmer, with
a more pronounced ventral coloration and a more speck-
led throat.

Because of large niche overlap and reduced hybrid
fitness [33,34], we expect phenotypic divergence to
strengthen the efficiency of specific recognition in syn-
topic sites. Interestingly, RCD could occur in males
and/or females as both sexes contribute to mate choice
in newts. On the one hand, females express preferences
for particular males [35-38], control fertilization [39],
and engage in multiple matings [36,40,41]. On the other
hand, males can terminate courtship at early stages and
have been shown to express mate preference for female
traits [17]. In addition, sperm is probably limiting [42].
RCD in female specific traits is thus expected to limit
the cost for males to mismate.

In Western France (Pays-de-Loire), the smooth newt
is almost exclusively found in floodplains and its breed-
ing habitat is entirely nested in the habitat of the palmate
newt. Allotopic and syntopic sites alternate according
to a mosaic pattern. This particular situation provides
an opportunity to test for the occurrence of reproductive
character displacement on a small geographical scale.
To detect RCD, we took morphological measurements
on males and females of the two species reproducing
in ponds in this area. We tested whether the presence
of L. vulgaris in the pond influenced L. helveticus mor-
phology. Golberg and Lande [43] pointed out that the
majority of studies focusing on character displacement
did not include environmental data, which increased the
risk of failing to detect divergence. Our earlier study
suggested that terrestrial habitat could influence adult
morphology [44]. Thus, we integrated relevant environ-
mental co-variables in our models to discriminate be-
tween phenotypic differences caused by syntopy and
those caused by environmental factors.
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Lissotriton helveticus

B Lissotriton vulgaris

Fig. 1. Map showing the distribution of Lissotriton helveticus (left hatchings) and L. vulgaris (right hatchings) and their overlapping ranges (from

[28]). Study area is represented by a rectangle.

2. Materials and methods

2.1. Sampling and morphometry

We sampled Lissotriton helveticus and L. vulgaris in
Pays-de-Loire (Western France) in the floodplains be-
tween Gennes and Nantes and the surrounding plateaus
(Fig. 2). Newts were caught in ponds during their
aquatic phase from March to May 2006. The elevation
of sites ranged from 8 to 110 m. We captured as many
sexually mature adult newts as possible from each pond
using dipnets (Capture and release Permit delivered by
Préfectures du Maine-et-Loire et Loire-Atlantique). On
average, thirty individuals per population were caught
from twenty-seven ponds. All newts were anaesthetized
prior to manipulation by immersion in Tricaine methane
sulphonate (0.2 g/1), MS222, for a duration of 5 to

10 minutes. Measurements were taken the same day or
the day after capture. Six characteristics associated with
size and developments of secondary sexual traits were
measured to the nearest 0.01 mm using a digital calliper.
We measured the following traits likely to discriminate
the two species: snout to vent length (SVL), head width
(HW), tail height (TH), maximum tail height (MTH),
cloaca width (CW) and male palmate filament length
(FIL) (for details on the measurement method, see [44]).
Individuals were subsequently released to their original
capture sites.

2.2. Habitat characterization

We quantified land characteristics within a 400-m ra-
dius centred on each pond. This distance corresponds
to the average migration distance in newts (see [45]).
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Fig. 2. Localization of the 27 populations of Lissotriton helveticus sampled in western France in allotopy and in syntopy with L. vulgaris (dark
circled pie chart) with emphasis on landscape covered (only the three majority habitats are shown in the pie chart) and flood risk (BD CARTHAGE

®OIGN-MATE 2005).

Terrestrial habitat conditions the amount of light as
well as water and vegetation characteristics observed in
ponds. We thus measured the area covered by meadows,
forests, crops, roads, habitations, streams and pools
from aerial photography using the Geographic Infor-
mation System software Maplnfo 6.5. Data were given
in percentages for each element of landscape cover.
We observed that L. vulgaris mainly occurred in ponds
close to the river channel. Thus, we integrated informa-
tion about flood risk in our analyses in order to control
for the potential effect of this factor. The occurrence
of floods has been studied categorizing ponds within
three classes using the French national database Car-
torisque [46]. We determined whether ponds were sub-
jected to decennial floods, or within the limit of the
highest known flood peak. Finally, ponds on the plateau
were considered as never flooded.

2.3. Statistical analyses

Our procedure is simpler than that of Adams and
Collyer [47] because one species does not occur in al-
lotopy within the study area. To investigate the effect
of syntopy and environmental variables (percentage of
each element of the landscape cover and level of flood-
ing) on Lissotriton helveticus morphological variation,
we used Linear Mixed-Effects Models with these fac-
tors as independent variables. LM present several ad-
vantages over classical regression approaches in that

they integrate data from different statistical distributions
with the appropriate modelling statistical error. It allows
continuous variables (e.g. % of forest) and/or categori-
cal variables (e.g. presence of L. vulgaris). It also per-
mits to add random effects which could not be taken into
consideration with basic statistics (like t-test, discrimi-
nant analysis, ...). Because of the hierarchical structure
of the dataset, two nested random effects were included
in each model: sampling site nested in the sampling
date. Sampling date was included in the models be-
cause adult body size increases throughout the aquatic
breeding period [32,44], whereas sexual traits grown
for the breeding season regress afterwards [32]. As we
compared individuals from different ages and because
growth is continuous in this species, all morphologi-
cal traits were converted to relative size measurements
by dividing each trait by SVL. Normality assumptions
were met for all dependent variables. Each morpholog-
ical character was tested in a separate model. Each sex
was handled independently because of sexual dimor-
phism. From every complete model, we performed a
backward selection, removing, at each step, the least
significant factor at the threshold o = 0.05. Statistical
analyses were computed using R 2.6.1 [48].

3. Results

A total of 446 females and 357 males of L. helveti-
cus and 83 females and 43 males of L. vulgaris were
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Table 1

The effects of environmental variables and syntopic situation on morphological data for male and female palmate newts using Linear Mixed-Effects
Models, which includes two nested random effects (sampling site in sampling date). Minimal models were backward selected. denDF: denominator

degrees of freedom for F'-test.

Parameter SE denDF F-value P-value
estimate
Female
Model 1 SVL
(Intercept) 34.2637 0.4415 419 6022.33 < 0.0001
% Forest 0.0217 0.0063 22 11.77 0.0024
Model 2 Head width
(Intercept) 0.2119 0.0011 419 24802.55 < 0.0001
% Forest —0.0002 0.0000 22 34.31 < 0.0001
Model 4 Tail height
(Intercept) 0.1572 0.0023 352 474391 < 0.0001
% Forest —0.0001 0.0000 18 10.74 0.0042
Model 5 Maximum tail height
(Intercept) 0.2145 0.0045 338 4022.596 < 0.0001
% Forest —0.0004 0.0001 17 10.397 0.0050
Model 5 Maximum tail height
(Intercept) 0.1988 0.0043 338 3315.243 < 0.0001
Situation[syn] 0.0182 0.0077 20 5.627 0.0278
Male
Model 6 SVL
(Intercept) 29.8614 0.2663 330 12572.00 < 0.0001
% Forest 0.0159 0.0051 22 9.71 0.0050
Model 7 Head width
(Intercept) 0.2150 0.0012 330 29636.04 < 0.0001
% Forest —0.0001 0.0000 22 16.53 0.0005
Model 9 Tail height
(Intercept) 0.1525 0.0024 284 4128.12 < 0.0001
% Forest —0.0001 0.0001 18 6.08 0.0239

sampled in the 27 ponds. Eight ponds were syntopic.
As we found no allotopic populations of Lissotriton vul-
garis, we could only determine the effects of syntopy on
L. helveticus morphology. We detected a significant ef-
fect of population and date on all morphometric traits
measured on the palmate newt. Morphological varia-
tion was explained both by environmental variables and
syntopy with L. vulgaris. Table 1 presents the minimal
models retained for each morphological trait and each
sex. For clarity, non-significant models are not shown.
Males and females responded in the same way for
each environmental parameter taken into consideration.
According to the coefficients given by Model 1 and
Model 6, body size (SVL) increased with forest cover
(females: F = 11.77, P = 0.0024; males: FF = 9.71,
P = 0.0050, Fig. 3). On the contrary, relative head
width and tail height were negatively correlated with the
area of forested cover for both sexes (Models 2, 4, 7 and

9, Fig. 3); however, maximum tail height only showed a
significant negative correlation with the area of forested
cover for females (Model 5, Fig. 3). We detected no ef-
fects from other environmental variables.

We observed a significant effect of syntopy on female
morphology. According to the positive coefficient given
by Model 5 (value = 0.0182), maximum tail height
was larger in syntopy (F = 5.627, p = 0.0278). Fig. 4
shows the distribution of maximum tail height for L. hel-
veticus females in syntopy and allotopy and for L. vul-
garis female. It outlines the fact that female L. vulgaris
have shallower tails than female L. helveticus and the
gap in the distribution between L. helveticus indicates
that in syntopy, L. helveticus maximum tail height is
deeper. Although not significant at a 5% threshold, a
consistent tendency is observed for female L. helveticus
tail height (TH) to be larger in syntopy (p = 0.0915, not



A. Johanet et al. / C. R. Biologies 332 (2009) 548-557 553

45

SVL (mm)

0 20 40 60 80 100

0.20

©
DI OISO B0 O O
it gt 8
COOEWKD © B

>

40 60 80 100

% Forest

0.25

0.21 ¥

HW / SVL (mm)

0 20 40 60 80 100

MTH / SVL (mm)

0.10
0 20 40 60 80 100

% Forest

Fig. 3. Relationship between environmental variables and morphological traits found in female (A) and male (O) L. helveticus. The continuous
line corresponds to females and the dotted line to males. Linear regressions were calculated from the Linear Mixed-Effects Model including two
random nested effects; sampling sites in sampling dates (see Table 1 for statistical results).

shown). No significant effect of syntopy was found for
males, neither on size nor on sexual characters.

4. Discussion

Natural selection, sexual selection as well as random
genetic drift can cause phenotypic differentiation be-
tween populations. Recently, several authors have em-
phasized the importance to include relevant environ-
mental co-variables when investigating the phenotypic
consequences of interspecific relationships [43,47]. The
large ecological amplitude of the palmate newt [49]
clearly required to follow these guidelines. We thus ex-
plicitly integrated spatial variation with environmental
factors to test for the occurrence of character displace-
ment.

4.1. Effects of landscape on body size and shape

We detected a significant effect of landscape on the
size and shape of both males and females. Snout-to-vent

length was positively correlated with the proportion of
forest cover surrounding the pond in both sexes. Body
size was larger in forested than in more open habi-
tats, which confirms the trend observed previously on
a smaller sample of sites in the same study area [44].
Earlier studies reported effects of terrestrial habitat on
Lissotriton helveticus morphology [50] and abundance
[45] suggesting that habitat quality affects growth and
survival. Both are expected to be higher in forested
than in open habitats because of better foraging effi-
ciency, higher shelter availability [49,51] and lower wa-
ter temperature during larval development. Temperature
is negatively related to the size at metamorphosis that is
a good predictor of adult size [52-54]. Unfortunately,
there is no available data to evaluate the relative contri-
bution of these factors to morphological variation.

We also found that body shape was negatively corre-
lated with the percentage of forest cover. Relative head
width and tail height for both sexes, as well as max-
imum tail height for females were smaller in forest.
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Water is commonly darker in forest than in open habitat
because of lower light intensity and a higher concentra-
tion in organic matter and humic acids [55]. Secondi et
al. [44] found that in Lissotriton helveticus male sex-
ual traits decreased with water turbidity suggesting that
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the expression of visual signals matched the local con-
ditions of signal transmission. We can hypothesize that
although shape can be important in species recognition,
characters contributing to it like sexual characters would
be less developed when visual communication is less ef-
ficient.

4.2. Reproductive character displacement

In addition, we detected a significant effect of syn-
topy on palmate newt morphology. Female L. helveticus
developed a higher tail when in syntopy with L. vul-
garis. Since female L. vulgaris posses a slimmer tail
than females of the other species, morphological diver-
gence in syntopy is consistent with the hypothesis of
character displacement.

Ecological character displacement is considered as
the main factor explaining differences in body size [43].
However, it could be discarded here for several reasons.
The breeding period of Lissotriton helveticus and L. vul-
garis extensively overlap [31]. The two species also fre-
quently breed in the same water bodies [29] even if their
ecological requirements are not identical [30]. Yet, ear-
lier work suggested that competition for food resources
is relaxed between aquatic adults of the two species
[56]. In general, species of similar body size avoid com-
petition by occupying different geographical regions or
different ponds within a region [57], which is not the
case for the two species studied here. The large niche
overlap of adults suggests that interspecific competition
is not important, possibly as a result of resources like
food or vegetation stems used for laying are not lim-
iting. In addition, if character displacement is due to
competition, it is likely that males would be also af-
fected, as both sexes are usually found in the same area
of the pond [29] and have the same diet [56]. We cannot
definitively discard the fact that a confounding factor,
such as water quality, density of individuals or presence
of predators is responsible for morphological variation
between syntopic and allotopic ponds, even if this al-
ternative hypothesis does not fully explain why females
react and males do not.

In contrast, experimental crossings revealed selec-
tion against hybrid helveticus x vulgaris [33,34,58] and
thus a cost to hybridize in these species. Because fe-
males are very similar, a divergent change in body
shape is likely to enhance species recognition by males.
Reproductive character displacement seems therefore
the most plausible explanation for the apparent diver-
gence. Even if males develop exaggerated epigamic
traits displayed during courtship, they seem to actively
select females too. They do not engage automatically in
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courtship and often interrupt interactions with females
[59]. Roberts [59] consistently suggested that males of
palmate newts were more efficient in specific recogni-
tion than females when using visual cues only. Consis-
tently, our result suggests that heterospecific matings are
costly for male newts, which is possibly caused by the
waste of time, energy and gametes in low quality repro-
duction. This last point may be particularly crucial in a
group where sperm is limiting [36]. The smooth and the
palmate newt produce complex sequences of courtship
display that only show few quantitative differences [60]
and interspecific courting is common [59, Secondi un-
published data]. Differences in male specific recogni-
tion between syntopy and allotopy could thus contribute
to enhance reproductive isolation. Additional data on in-
terspecific courtship behaviour and male response to tail
height would thus provide a strong experimental test of
the RCD hypothesis.

4.3. The spatial scale of reproductive character
displacement

Most reproductive character displacements are found
in studies comparing allopatric and sympatric popula-
tions. Although conclusive this approach is not infor-
mative about the scale at which divergence can occur.
We found here a pattern of character displacement in-
side the area of sympatry, between syntopic and allo-
topic sites. This would imply that gene flow between
adjacent populations is sufficiently low to maintain phe-
notypic differences under selection. Amphibians, and
newts in particular, are known to be highly philopatric
[61] and to exhibit relatively poor dispersal ability (see
[45]). These characteristics tend to limit gene flow be-
tween populations and to generate spatial structure at
small geographical scales. To this regard, a significant
genetic structure (i.e. Fst) has been observed from 100
m in Rana sylvatica [62], to less than 1 km in Hyla
arborea [63] or 2.8 km in Bufo calamita [64]. Adap-
tations are more easily fixed when genetic structure is
strong [65,66]. Thus, it may be not surprising that ex-
amples of local adaptation are described in amphibians
even between close breeding sites (e.g. [67—70]). The
local divergence of male mating calls of Hyla cinerea in
ponds where H. gratiosa breeds syntopically [6] tends to
support this idea. Additionally, cases have been reported
where local adaptation in sexual behaviour persisted de-
spite high gene flow [11,71].

5. Conclusion

To conclude, our results suggest that reproductive
character displacement can occur within a sympatric
zone. Studies of RCD at larger geographical scale can
fail to detect character divergence because both envi-
ronmental and genetic gradients affect phenotypic vari-
ation. It may be easier to detect this phenomenon when
considering smaller scales for species with limited dis-
persal abilities. In spite of the likely occurrence of gene
flow, our study tends to show that adaptation in small
scale mosaic zones occurs in syntopic sites. Studying
local adaptation is a fundamental point to determine the
relative effect of selection over gene flow and other evo-
lutionary forces i.e. it should help to a better knowledge
of forces modelling evolution of species.
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ARTICLE 4 — ASYMETRIC SEX AND SPECIES RECOGNITION IN NEWTS,
IMPLICATIONS FOR THE HYBRIDIZATION PROCESS IN A BROAD CONTACT ZONE.

Dans les zones de contact bimodales, les mécanismes d’isolement prézygotiques sont
supposés plus efficaces que les mécanismes postzygotiques (Jiggins & Mallet 2000).
Toutefois, la reconnaissance spécifique peut étre basée sur plusieurs modalités sensorielles.
Les individus ne sont pas nécessairement aussi efficaces pour chacun de ces canaux de
communication. Des asymétries entre especes ou entre sexes peuvent exister (Wirtz 1999). En
outre, des perturbations environnementales, d’origine naturelle ou non, peuvent altérer les
conditions de transmission de I’un ou I’autre des canaux. Il est donc nécessaire de déterminer
les capacités de reconnaissance des deux espéces et des deux sexes pour quantifier ces
asymétries mais aussi pour déterminer quelles altérations des conditions de transmission sont

susceptibles d’augmenter le risque d hybridation.

Nous avons étudié ’efficacité de la reconnaissance spécifique entre tritons palmés et
ponctués, dont les habitats aquatiques sont fréquemment perturbés par divers processus
naturels. Nous avons testé la reconnaissance spécifique sur critéres visuel et chimique des
femelles et males des deux especes. Chaque individu a été présenté a un individu
conspécifique et un individu hétérospécifique dans un dispositif expérimental de choix en Y.
Parce que la zone de sympatrie est large et que la syntopie est fréquente, nous nous attendions
a ce que la reconnaissance spécifique soit efficace pour chacun des canaux de communication.
Les résultats ont confirmé nos hypothéses pour les males de tritons palmés et les femelles de
ponctués mais pas pour les femelles palmés et les males ponctués pour lesquels la
reconnaissance chimique et /ou visuelle n’était pas systématique (figure I11.3). Cela suggere
fortement que la probabilité¢ d’hybridation dépend des conditions de transmission du signal.
En outre, une seule variable morphométrique influencait la préférence des femelles : la taille
des males. Les facteurs écologiques modulant les différences interspécifiques de taille des
males influenceraient la probabilité d’accouplements interspécifiques. Cette étude met en
évidence I’importance des facteurs environnementaux influancant la communication dans les
processus d’hybridation, méme chez les espéces animales possédant des temps de divergence
importants et partageant souvent les mémes sites de reproduction sur une large aire

sympatrique.
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‘0 visuel chimique
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Figure III.3 Matrice représentant D’efficacité de la reconnaissance spécifique chez males et femelles de
tritons palmés et ponctués basée sur des stimuli visuels ou chimiques. Dans chaque cellule, « Y » indique
une préférence significative pour le conspécifique pour ’'une ou I’autre des modalités mesurées chez les
mailes (caractére de gauche) et les femelles (caractére de droite). « N » indique que la préférence pour le
conspécifique n’a pas été détectée sur ’une des deux modalités de communication. Ces tables reflétent la
faible efficacité de la reconnaissance spécifique dans les paires mile ponctué x femelle palmé. Une

probabilité d’hybridation est attendue plus élevée que pour la paire réciproque méale palmé x femelle
ponctué.

Cet article fait I’objet d’une resoumission dans le journal “Ethology”.
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ABSTRACT

Species recognition is a crucial mechanism that determines mating patterns between
hybridizing taxa. To achieve efficient recognition, animals can resort to various information
displayed by potential mates. The Backup hypothesis assumes that signals from different
channels carry the same information about the sender. Such a design may be optimal when
transmission conditions are variable or signals subject to wear. We tested the Backup
hypothesis in two newt species Lissotriton helveticus and L. vulgaris known. These newts
hybridize occasionally and breed in aquatic habitats frequently disturbed by various natural
processes. We measured visual and olfactory species recognition in males and females of the
two species. Because the sympatric zone is broad and syntopy common, we expected efficient
recognition to occur for each sensory channel. Data supported our expectation for helveticus
males and vulgaris females, but not for helveticus females and vulgaris males for which
olfactory recognition was not detected. In addition, one single variable, body size, influenced
female preference. The Backup hypothesis is thus only partially supported. The relatively low
efficiency of olfactory recognition of female helveticus and male vulgaris strongly suggest
that, even if individuals perform better at species recognition when both olfactory and visual
signals are available, hybridization frequency depends on the conditions of transmission of
visual signals. In addition, data revealed that ecological factors modulating interspecific
difference in male body size may influence the probability of mismating. This study
highlights the need to consider more largely environmental factors affecting communication
in the hybridization process, even in animal species with a long divergence time and

commonly co-occuring in syntopy over a broad area.

KEYWORDS: reproductive isolation, hybridization, multimodal communication, vision,

olfaction, Triturus
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INTRODUCTION

Species recognition is a major component of reproductive isolation in animals where mate
choice occurs. This pre-zygotic mechanism determines the frequency of mixed pairs or
mating attempts with heterospecifics, but also hybrid frequency when hybrids are viable
(Butlin 1987, Liou & Price 1994, Seehausen et al. 1997). For this reason, information transfer
and recognition of information about species identity are crucial steps for individual decisions

that may have consequences at the population level.

Animal communication studies have shown that many species simultaneously use
different sensory channels to ensure information is transferred to receivers (Bradbury &
Verhencamp 1998, Badayev et al. 2002, Partan & Marler 2005). The relying of individuals on
several channels may have different reasons. The Backup hypothesis assumes that cues from
different channels may convey the same information so that redundancy precludes masking
by environmental noise of one channel and increases the probability of succesful perception
by the receiver (Johnstone 1996, Partan & Marler 1999, 2005). Alternatively, signals may
carry non redundant information about the sender or help to modulate other signals so that the
amount of information transmitted is increased (Johnstone 1996, Partan & Marler 1999, Ay et
al. 2007). There is now evidence of the existence of multimodal signalling in various
communication contexts such as the recognition of aposematic preys by predators (Ratcliffe
& Nydam 2008), or the detection of profitable food sources in nectar feeding animals
(Kulahci et al. 2008). Likewise, sexual communication is often based on the assessment of
multiple cues that can be expressed on different sensory channels (Hebets & Uetz 1999,

Partan & Marler 1999, McLennan 2003, Taylor et al. 2007).

Species recognition is a sensory process based on the discrimination of signals and cues
presented by conspecific and heterospecific individuals. Resorting to different sensory
channels may prove an efficient strategy to reduce the probability of mismating (Baker &
Baker Miller 1990) whenever signal degradation is high and/or different modalities are
subjected to different degradation processes in different habitats. In this regard, freshwater
species may incur strong constraint on communication processes because of spatial and
temporal variations in the properties of the transmission medium. Visual signals depend on
the spectrum of available light, that is a combination of the light spectrum transmitted from
the surrounding terrestrial habitat, and the spectrum resulting from optical water

characteristics like colour or turbidity (Endler 1990, 1991). Similarly, transmission and
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reception of olfactory signals depend on chemical water characteristics like pH or humic acid
content (Hubbard et al. 2002, Fisher et al. 2006, Heuschele et al. 2007). Visual and olfactory
parameters can change over time (Candolin 2007) within a habitats but they can also vary in
space (Endler & Théry 1994, Secondi et al. 2007). Thus, environmental conditions may
strongly affect the assessment of cues from one or several sensory modality in aquatic
habitats. Which sensory channels are used and how the communication process is affected by
the variation of transmission properties may largely determines mating patterns and

eventually conditions the hybridization process (Seehausen et al. 1997).

We investigated the sensory bases of specific recognition between the Palmate newt
Lissotriton helveticus and the Smooth newt L. vulgaris, two species known to hybridize
occasionally. Their sympatric zone is broad and syntopy common (Nollert & Nollert 2003).
Yet, both species maintain their integrity (Arntzen et al. 1998). Hybrid viablility has been
demonstrated by experimental crossings (Spurway and Callan 1960) and few field
observations (Griffiths et al. 1987, Schliippman et al. 1999), as well by introgression studies
(Arntzen et al. 1998, Johanet A. unpublished data). Hybrids are viable but their fitness relative
to both parental forms is unknown (Spurway & Callan 1960). An earlier study suggested that
visual and olfactory species recognition may not be strong between the two newts species
(Roberts 1990), which is inconsistent with the low hybridization rate observed (Arntzen et al.

1998).

Olfactory communication is used during the mating process in this group (Cogalcineanu
1994, Secondi et al. 2009) and sex pheromones have been recently identified in L. vulgaris
(Osikowski et al. 2008). Visual communication is used too. Males of the two species produce
an elaborate courtship display that differ for a few details only, like the frequency of fanning
that is a rapid wave movement of the tail tip (Halliday 1977, Roberts 1990,). Males can also
be identified by a suite of conspicuous secondary sexual traits that differ markedly between
species (Halliday 1975, Griffiths 1996). Helveticus males display a caudal filament, a smooth
caudal crest and hindfoot web whereas vu/garis males express a denticulate dorsal and caudal
crest, narrow skin extensions on hindfoot toes and no caudal filament. Head, ventral and tail
colour patterns are different, vulgaris being overall more colourful and contrasting (Griffiths
1996). Females are much more similar than males but they can be identified by several
characters like a short caudal filament in helveticus, a pointed tail tip and a marbled throat in

vulgaris.
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In the present study, we tested the Backup hypothesis for olfactory and visual signals in
species recognition between vulgaris and helveticus. We carried out preference experiments
where information of only one communication channel was available at a time. We chose to
test the sensory basis of specific recognition in sympatry because reproductive barriers are
often strengthened in areas where species co-occur (Brown 1956, Butlin 1987). We
investigated response of both sexes in order to determine whether one crossing type is more
likely than the other and assess which type of environmental disturbance, by its action on one
particular channel, may increase hybridization risk. Considering both sexes is important in
newts. Females have an exclusive control over fertilization (Halliday 1990) so that their
ability to perform correct species recognition will determine hybridization rate. However,
male are expected to show species recognition too because courtship is time and energy
consuming (movements, spermatophore production), and make male more conspicuous for
predators. Finally, sperm production in some urodeles, Like L. vulgaris, is limiting during the
breeding season (Verrell et al. 1986, Takahashi & Parris 2009). All these elements suggest

that mating attempts with heterospecific females are costly for males.

We additionally tested whether traits used intraspecifically for mate assessment would
influence the outcome of specific recognition (Ryan & Rand 1993). A reduced difference for
such traits between conspecific and heterospecific mates is expected to increase the
probability of mispairing (Pfennig 1998). Body length is often assessed in Vertebrates. This
trait often reflects fecundity in female amphibians (Verrell 1986a, b) and survival,
competitive ability, or dominance in males (Friedl & Klump 1997, Mathis & Britzke 1999).
The effect of body size on female preference is more controversial in Urodeles than in
Anurans (Halliday & Verrell 1986). However, it is subjected to female assessment in
helveticus. In a previous two-choice experiment we showed that females preferred the smaller
male (Haerty et al. 2007). We thus tested the effects of a visual trait, body size, on male and
female preference. However, predictions differ for the two sexes. Vulgaris is larger than
helveticus. Thus, we expected female preference for conspecific male to increase as the size
difference between conspecific and heterospecific stimulus males, i.e. preference of helveticus
females should increase as the conspecific male becomes smaller relatively to heterospecific
male. In contrast, male preference is expected to be positively correlated with female body

size regardless of female species identity.
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METHODS

Sampling and housing conditions

We captured 64 Palmate newts and Smooth newts, 16 of each sex and species, on 29/03/2007
for female preference tests and 72 breeding Smooth and Palmate newts, 18 of each sex and
each species, on 03/04/2008 for male preference tests. All individuals originated from the
same syntopic site, a long pond surrounded by meadows and periodically connected to the
Loire River during flood events, located in western France near the village of Liré (Maine-et-

Loire, 1°09°57°W, 47°20°32”N).

In 2007, males and females were kept indoor in pairs of the same sex and the same
species. They were housed in plastic tanks (length 51.5 cm % width 34 cm x height 32.5 cm)
at 18°C, filled up with 4 litres of aged tap water. We added two semi-circular sections of PVC
tube that provided a shelter for each individual and water plants (Elodea sp). Light was
provided by standard fluorescent tubes that we partially covered with plastic sheets in order to
dim light. Individuals were fed daily with chironomid larvae. At the end of the experiments all
newts were released in their pond. In 2008, all individuals were housed singly in indoor
aquaria at a room temperature of 15°C. Females were housed in plastic tanks (length 51.5 cm
x width 34 cm x height 32.5 cm), filled up with 8 litres of aged tap water whereas males were
housed in aquaria (length 33 cm x width 17.5 cm X height 25 cm) filled up with 3 L of aged

tap water.

As a part of a larger research program we surveyed syntopic and allotopic sites in the
study area. We show here measurements for 141 males, 89 7. helveticus and 52 T. vulgaris in
7 syntopic ponds caught between March and May in 2006 and 2007. Individuals have been
caught and kept in captivity according to permits delivered by Préfécture de Maine-et-Loire

and Loire-Atlantique.

Species assignment and morphological interspecific difference in syntopic sites

All individuals selected for this experiment exhibited characteristics of the species they were
assigned to. Males displayed typical secondary sexual traits (crest shape and position and hind
foot webbing, presence/absence caudal filament, colour pattern) and females presented the
usual criteria (tail and head shape, colour pattern). Females are much more similar than males

and thus may be more difficult to identify. We thus additionally recorded body length, tail
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height, and cloaca in all females. These three traits differ between species (A. Johanet
unpublished data). Methodological details for measurements are given elsewhere (Secondi et
al. 2007). We used Discriminant Function Analysis to test the robustness of species

assignment.

We analysed spatial variation in morphological differentiation between the two species in
the 7 syntopic ponds sampled in this study. We focused our analysis on body lenght as
behavioural experiments showed this trait modulated female response to heterospecific males.
We tested interspecific difference in body length using Mann-Whitney test because of low

sample sizes in some sites

Chemical and visual species recognition
Experimental design

We tested sexual preference for conspecific visual and chemical stimuli in two test series.
Males and female preferences were measured in two separate experiments using the same
protocol as described below. We used a linear olfactometer with three compartments, a
neutral zone on the distal end of the apparatus and two preference zones on its proximal end
(figure 1). The whole apparatus was 15 cm high. The water depth was 4 cm high and a pump
kept water flowing at 0.27 L.min". For all experiments, we used aged tap water. Subjects
could move freely between the neutral and both preference zones. Pairs of stimuli were made
randomly by selecting one helveticus and one vulgaris individual. Each stimulus individual

has been used with one pair only

Before starting tests, we habituated subjects to experimental conditions the day before the
first test by leaving them in the apparatus for at least 30 minutes without any individual
stimulus. During a test, subjects were placed on the distal end of the neutral zone where they
were kept for 5 minutes in a mesh cage that allowed them to see or smell both stimuli. After
that period, the cage was lifted. For the next 15 minutes, we recorded the time spent in and the
latency to enter each preference zone. At the end of that period, the subject was driven back to
the cage. The whole apparatus was drained and rinsed and wiped in order to remove chemical
cues. Such an operation is unnecessary for visual tests but we carried it out nonetheless for
comparison purpose between the two test series. Stimuli position was swapped between the
two periods. Once the olfactometer was refilled with water, we started the second period

following the same procedure. We checked sexual behaviours during visual tests because they

127



CHAPITRE Il —ETUDE DE L ’ISOLEMENT REPRODUCTEUR ENTRE DEUX ESPECES SYMPATRIQUES

could bias response but none were observed. The same stimulus individuals was used for a
given subject for both the visual test and the chemical tests. In addition, each stimulus pair
was tested with one subject of each species. Mean size difference in body length (vulgaris —
helveticus) was 2.01 mm + 2.83mm (min=-4.04; max=6.61) for male pairs and 1.18 mm =+
0.77 mm for female pairs (min=-0.77, max=3.50 mm). Because of the overall size difference
between the two species, the distribution of size contrasts between stimulus pairs was not

centred on zero.

For visual tests, each stimulus individual was kept in a transparent plastic box (18 cm
length x 12 cm width x 7.5 cm height) in one of the stimulus zones. Black plastic plates
ensured that stimulus individuals could not see each other, that subjects had visual contact
with only one stimulus once they entered a preference zone, and that they had no access to
chemical information. Within a preference zone, water could flow underneath and along the
sides of the box. No water exchange between preference zones was possible. The water level
inside the box was the same as in the rest of the apparatus. We used a 25 W light tube
spanning the range of daylight spectrum (98 CRI, 6700 K, Repti Glo 2.0). Because direct light
can disturb newt motor behaviour, we shaded the neutral and preference zones by covering
them with a black plastic plate. We also placed the olfactometer in a chamber with black walls
so that no spatial cues could alter the subjects response. An observation window on the distal

end of the apparatus allowed to record behaviour.

For chemical tests, we used the same apparatus and the same box model as for visual tests.
However, a different set of boxes was used. We allowed water to circulate through the boxes
so that chemical cues emitted by the stimulus males were conveyed to the preference and
neutral zones. We covered box fronts with black shutters so that subjects had no access to
visual cues. All other conditions for visual and chemical tests were similar between the two
test series. Each subject was tested in each experiment on two different days. The presentation

order of experiments (visual or chemical stimuli) was alternated between subjects.

Statistical analyses

We carried out two distinct analyses to investigate the following questions. (i) Can wa detect
visual and olfactory specific recognition in males and females? (ii) What factors affect the
efficiency of species recognition? Both questions could not be tested using a single statistical

procedure. Thus, we first tested female preference for conspecific olfactory and visual stimuli
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using Wilcoxon signed-rank tests and STATISTICA 7.1 (Statsoft, Inc.) as the objective was
to determine whether subjects preferentially associated with the one stimulus type. Non

parametric tests were selected because some variables significantly departed from normality.

Second, we tested whether species identity (helveticus/vulgaris) sex and body length
affected the strength of female visual and chemical preference for conspecific stimulus using
mixed linear models. We considered as response variables the score difference in mean time
spent and the difference in mean latency to enter each preference zone between the
conspecific and heterospecific stimulus. Differences in responses will be referred to hereafter
as contrasts. Contrary to raw variables, contrasts were normally distributed. We considered
the difference in body length between the two stimulus males as a covariate. We did not
consider other morphological traits as covariates in our models as their biological meaning
was less clear. Besides body length is usually correlated with most morphological traits. For a
given subject, the same pair of stimuli was used for the chemical and the visual test. Each
stimulus pair has also been tested with one subject of each species. Thus, we considered
stimulus pair as a random factor in our analyses. For this reason, we decided upon testing
visual and chemical preference in two different procedures in order to avoid the crossing of
random effects. We also tested sexes separately because predictions about the relationships
between size and preference differed for males and females. For selecting the minimal model,
we used a backwards selection procedure by removing the effect with the highest p-value and
testing the resulting loss in loglikelihood. Analyses have been carried out using R (R
Development Core Team 2004). Because predictions about male and female preference

regarding body size are different, analyses were carried out independently for each sex.

RESULTS

Species assignment

Experimental males showed all the typical sexual ornaments of one species or the other so
that we assigned them unambiguously to one taxon. We additionally tested the robustness of
species assignment for females using a discriminant function analysis based on the three
morphological traits. We observed a highly significant difference between female types used

as subjects in 2007 (Lambda Wilk: 0.463, Fypprox 3,28 = 10.784, p< 0.0001). The classification
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matrix confirmed the separation between the species as all individuals but two helveticus and
3 vulgaris, were correctly assigned to the right species (84.37% correct assignments). Species
discrimination was better in stimulus females tested in 2008 (Lambda Wilk: 0.253, Fapprox 3, 32
= 31.543, p< 0.0001) as two vulgaris females were classified as helveticus (94.44% correct
assignments). All individuals assigned to the other species by discriminant analysis exhibited
traits typical of the species they were visually assigned to, like body colour pattern and shape,
that we did not consider in the discriminant analysis. We are thus confident that we tested non

hybrid, or only slightly introgressed individuals.

Chemical and visual species recognition
Visual tests

We observed a significant female preference for conspecific over heterospecific visual stimuli
in both newt species (figure 2). Females spent significantly more time close to the conspecific
male (helveticus: 13/16 females, Z=2.844, p=0.004; vulgaris: 15/16 females, Z=3.361,
p=0.001). They also entered earlier in its compartment (helveticus: 12/16 females, Z=2.379,
p=0.017; vulgaris: 13/16 females, Z=3.206, p<0.001).

Results on male preference were more complex. Helveticus males spent more time close
to conspecific females (15/18 males, Z=2.154, p=0.031) but they did not approach
significantly faster (13/18 males, Z=1.681, p=0.093). Vulgaris males did not express
preference for conspecific females (time spent: 11/18 males Z=0.806, p=0.420 ; 10/18 males,
latency: Z=0.152, p=0.879).

We carried out a backwards model selection procedure on the two response variables, i.e.
contrasts for time spent and latency. The maximal model included as explanatory variables
species, body length contrast and the interaction. For males, no minimal model was selected
(Figure 3). In females, the maximal model was selected for latency. We detected significant
effects of body size contrast (p=0.005) and the interaction between body size contrast and
species (p=0.0009) (Table 1). The procedure retained no minimal model for time spent but the
overall female response pattern was similar for this variable (Figure 4). This result is
explained by the response of helveticus and vulgaris to the size contrast between the two
stimuli. Conspecific preference increased with increasing body size contrast (helveticus-
vulgaris) in both species (Figures 5). It results that conspecific preference faded as the normal

size ratio got smaller. It was even reversed when the size ratio was inverted (figure 4).
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Chemical tests

Vulgaris females showed a significant preference for conspecific males, both in time spent
and latency (time spent: 13/16 females, Z=2.198, p=0.028; latency: 12/16 females, Z=2.327,
p=0.020) whereas males did not show any preference for conspecific females (time spent:

8/18 males, Z=0.327, p=0.744; latency: 10/18 males, Z=0.152, p=0.879) (figure 2).

In contrast, helveticus females did not significantly prefer conspecific males (time spent:
10/16 females, Z=1.758, p=0.079; latency: 7/16 females, Z=0.879, p=0.379) but males spent
more time close to conspecific females (time spent: 15/18 females, Z=2.199, p=0.028).

Latency was not shorter though (latency: 12/18 females, Z=0.893, p=0.372).

Interspecific morphological difference in syntopic sites

Figure 5 shows the difference in mean body length between vulgaris and helveticus males
from 7 syntopic sites. Although mean body length difference between the two species was
significant for all sites, it greatly varied between syntopic sites, from 2.118 mm to 8.624 mm
(Mean 5.80 mm, sd=2.00 mm). The size ratio (helveticus/vulgaris) varied from 0.78 to 0. 94
(Mean 0.84, sd=0.05). If males vulgaris were in average larger at all sites, overlap in body

size was observed at one breeding site.

DISCUSSION

Syntopy between the two newt species is common and breeding periods extensively overlap
(Griffiths 1996, Nollert and Nollert 1993). In addition, divergence time is relatively long
(Steinfartz et al. 2007) and hybridization so far considered as occasional. One would thus
expect strong pre-mating isolation caused by efficient species recognition mechanisms in the
two species. The observation of repeated courtship towards heterospecific females in the lab
(Roberts 1990, Secondi unpublished data) and the detection of hybrids in the wild (Arntzen et
al. 1998) challenged this assumption. Behavioural tests may explain why reproductive

isolation between these two species can fail.

131



CHAPITRE Il —ETUDE DE L ’ISOLEMENT REPRODUCTEUR ENTRE DEUX ESPECES SYMPATRIQUES

Species recognition and the Backup hypothesis

The efficiency of species recognition strikingly differed between sexes in vulgaris. Females
showed strong visual and chemical species recognition as significant preferences were
observed for the two behavioural variables measured. In contrast, males expressed no
preference, either visual or olfactory. Even if the power of tests may be limited by relatively
small sample sizes, hardly any trend can be observed in data. Males seemed unable to perform
better than chance, at least when only cues from one single sensory channel was available. A
different pattern was observed in helveticus. Females expressed specific recognition in visual
tests but not in olfactory tests. Even if the difference of time spent close to each male was
close to significance, olfactory recognition seemed weaker than visual recognition. In
contrast, males did show visual and olfactory specific recognition. They spent more time close
to the conspecific female in both tests. However, latency was not significantly shorter which
suggests that recognition required close examination of females or that males usually assess
all females in their vicinity. Such an explanation is not unlikely in species where male mating

preference exists (Verrell 1986a).

Specific recognition is typically a mechanism where inputs from different sensory systems
can be important. Resorting to different communication channels increases the probability of
correct discrimination of conspecific and heterospecific individuals when transmission
conditions are variable or signals are subject to wear. In vulgaris females and helveticus
males, efficient species recognition occurred even when information from a single channel
was available at a time. Thus, visual and olfactory cues alone provided enough information
for a subject to express a preference for conspecific individuals. The Backup hypothesis is
thus supported for these two groups where species recognition can occur even if signal
transmission is disrupted on one channel. This is not true for the two other groups. Helveticus
females did not compensate the loss of visual information and male vulgaris failed species
recognition using one channel only. Such a result does not imply that errors systematically
occur in nature. The combination of information from different channels may be necessary
instead. In those two groups, visual and olfactory signals are thus not redundant. They

probably carry each a part of the information required to achieve correct identification.
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Factors modulating the efficiency of species recognition

Authors have frequently observed that one species, or one sex, performs better than the other
at species recognition (Wirtz 1999, Randler 2002). Species or sex asymmetry in recognition
ability generates skewed distributions of genotypes and phenotypes (if one crossing is more
frequent than the other) and contribute to hybridization and introgression dynamics. Tests
confirmed that encounters between males and females of the two species should generally
result in the avoidance of heterospecific partners, which is consistent with the low
hybridization rate observed in nature (Arntzen et al. 1998). However, we expect this general
outcome to be modulated by the species composition of the potential pair and the relative
difference in body size between males (Figure 6). Helveticus females showed visual
recognition only and male vulgaris no evidence of discrimination at all. On the contrary,
helveticus males and vulgaris females achieved both visual and olfactory discrimination.
Accordingly, this crossing is less likely to occur than the reciprocal crossing. We explain
more in detail below how environmental conditions can generate an asymmetric mating

pattern.

Alternatively, one crossing type may be more frequent if individuals of one species prefer
a trait expressed by the other species or if overlaps in distributions of traits under sexual
selection occur (Parsons 1993). The species with the smaller trait is then more likely to seek
matings with the species with the larger trait (Pfenning 1998). To this regard, tests revealed
the large influence of a single variable, body length contrast, on the efficiency of visual
species recognition in females. In both species, conspecific preference decreased with contrast
in male body size. Such a drop in recognition efficiency was unexpected because males of the
two species differ by the presence and shape of several conspicuous traits (hind foot web,
caudal filament, caudal crest shape, colour) that all could be assessed. In spite of this wealth
of phenotypic differences, male body size contrast seems to have a major effect on mating

preference in both species.

Interestingly, females expressed divergent preferences for body size. Helveticus females
preferred smaller males and vulgaris females larger males. Strictly speaking, our experiment
is not a test of female preference for male size as we did not present selected pairs or series of
conspecific males to each females but random pairs males of different species instead.
Nevertheless, in both species the strength of female preference decreased with male body

length contrast and shifted towards the heterospecific male when the relative size order was
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reversed, i.e. the male of the normally smaller species was the larger stimulus male. The fact
that helveticus females preferred the smaller male, unlike vulgaris females, is particularly
striking as preference for smaller males is more an exception than a rule in sexual selection
studies (but see Morrison et al. 2001, De Block & Stock 2006). Yet, the present results
confirm earlier observations on helveticus from another breeding site (Haerty et al. 2007).
Viewed in the context of hybridization, divergent mating preferences for body size make
sense as this pattern is consistent with reproductive character displacement. Our data cannot
demonstrate this hypothesis but the result is striking. Testing preference of females from
distant allopatric sites may shed light on the evolutionary process underlying the divergence

in mating preferences.

Environmental variation and hybridization risk

Like any communication process, the efficiency of species recognition is bound to depend on
the conditions of signal transmission. In this respect, signal transmission occurs under less
optimal visual and chemical conditions in breeding sites than in the laboratory. Habitat
irradiance and water absorbance spectra depend on time, shading, aquatic vegetation, water
colour and turbidity. The perception of colour patterns, and thus visual species recognition, is
thus expected to be modulated by habitat visual characteristics. For chemical signals,
transmission can be strongly altered by the presence of particular compounds common in
natural environments (Hubbard et al. 2002, Fisher et al. 2006, Heuschele et al. 2007). Their
concentration in breeding site is likely to modulate the efficiency of species recognition too.
Female helveticus achieved efficient visual recognition but poorly discriminated chemical
cues of conspecific and heterospecific males. During encounters where visual and olfactory
cues are available, species recognition would probably occur and mainly rely on vision.
However, visual conditions are not always optimal. Turbidity varies a lot between ponds
(Secondi et al. 2007). Runoffs, aquifer surges and floods raise turbidity level in the water
column especially during early spring when adults are breeding. Poor visual conditions may
not affect the risk of hybridization between vulgaris females and helveticus males because
they efficiently recognise conspecifics using chemical cues. However, according to our results
hybridization risk is higher for the reciprocal crossing in which males and females perform
poorly at olfactory recognition. It results that the quality of transmission conditions for visual
signals may be a key factor in the hybridization process, probably more important than

transmission conditions for chemical recognition. Increased hybridization rate as a result of
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sudden changes in signalling conditions has been observed in cichlid fishes (Seehausen 1997).
In this case, hybridization resulted from recent changes in human activities. This phenomenon
may actually be more general and especially relevant to aquatic species breeding in habitats

exposed to natural regimes of disturbance.

Ecological factors affect body size in amphibians (Morrison & Hero 2003), which trait is
involved in the mate selection process (Verrell 1986a,b, Haerty et al. 2007). In our study area,
interspecific difference in body size varied substantially between males of the two species.
We could thus expect that hybridization rate depend on the local size distribution of males of
the two species. Interestingly, terrestrial habitat may have an indirect effect on the
hybridization risk as body size increases with the proportion of wooded area in 400 m buffers
around ponds in helveticus (Johanet et al. 2009). We do not know if it has an effect on
vulgaris males but landscape composition may influence the body size ratio in syntopic

ponds.

The present study emphasizes the interplay between communication systems,
environmental conditions affecting signal transmission, and species interactions. It highlights
the fact that environmental factors could be major predictors of hybridization rate.
Surprisingly, how environment affect the expression or perception of traits assessed for
species recognition are questions that received relatively little attention. Understanding the
relationships between proximal factors at the behavioural level and ultimate factors at the
genome level is still a necessary step to get further insight into the speciation process. The
integration of multimodal signalling theory in the study of hybridization and hybrid zone
dynamics is to this regard a promising approach to refine predictions about the relationships

between habitat, signal degradation and hybridization rate.
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Figure legends

Fig. 1: Schematic representation of the experimental olfactometer. Grey lines indicate water
circulation for visual or chemical tests of specific recognition. Observation window was

located on the right hand side of the apparatus.

Fig. 2: Difference in time spent in, and latency to enter each preference zone (conspecific-
heterospecific) for males and females Lissotriton helveticus and L. vulgaris. Box plots
represent medians and interquartile ranges. P-values for Wilcoxon sign ranked tests are given
above each box. Bold characters indicate significant differences at 0=0.05. Sixteen subject

females and 18 subject males of each species have been used in visual and olfactory tests.

Fig. 3: Relationship between contrasts in stimuli size and contrasts in female response ( time
spent in and latency to enter each preference zone) observed during the visual experiment.
Contrasts were computed as the difference conspecific-heterospecific so that a preference for
the conspecific stimulus is indicated by a positive value for time spent and a negative value

for latency.

Fig. 4: Relationship between contrasts in stimuli size and contrasts in male response (time
spent in and latency to enter each preference zone) observed during the visual experiment.
Contrasts were computed as the difference conspecific-heterospecific so that a preference for
the conspecific stimulus is indicated by a positive value for time spent and a negative value

for latency.

Fig. 5: Difference in mean body length between Lissotriton helveticus (open bars) and L.
vulgaris (shaded bars) males observed in 7 syntopic ponds. Box plots represent median and
interquartile range. Asterisks indicate significant difference with Mann-Whitney tests at
alpha=0.05. Figures below the x-axis give the sample size respectively for each species

(helveticus/vulgaris).
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Fig. 6: Matrix showing the occurrence of species recognition in males and females Lissotriton
helveticus and L. vulgaris for visual and chemical stimuli. In each cell, Y indicate a
significant conspecific preference for one or both variables measured in males (left character)
and females (right charater). N indicates that conspecific preference was not detected on none
of the two variables. Tables reveal the low efficiency of species recognition in male vulgaris x
female helveticus pairs. A higher hybridization risk is thus expected than in than in reciprocal

pairs male helveticus x female vulgaris.
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Table 1: Results of model selections for visual preference tests in males and females. Only

the minimal model is presented. dSVL is the difference in body length between the

conspecific and the heterospecific stimulus. Asterisks indicate significant effects at 0=0.05.

Female preference

Time spent No minimal model selected
Latency

Coefficient SE df t p
intercept 24.303 1.822 28 13.341 0.000
species [TV] -2.910 2.576 28 -1.130 0.268
dSVL 1.644 0.536 28 3.066 0.005*
species[TV]*dSVL -2.819 0.758 28 -3.718 0.001*

Male preference
Time spent No minimal model selected

Latency No minimal model selected
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CHAPITRE 1V - STRUCTURE DES POPULATIONS DE TRITONS PALMES EN VALLEE DE LA LOIRE

Introduction

La fragmentation et la disparition locale de 1’habitat sont les principales causes de
I’extinction des especes (Blaustein e al. 1994; Vitousek et al. 1997; Young et al. 1996). En
effet, la fragmentation, par effet démographique, diminue d’une part le nombre de migrants
d’une population a une autre (i.e. flux de genes), et d’autre part la taille efficace des
populations d’ou le risque d’isolement des populations et a terme d’extinction si la
variabilité génétique ne permet pas [’adaptation aux fluctuations de I’environnement
(Fahrig 2002; Lindenmayer & Fischer 2006). Il est donc nécessaire de connaitre l'influence
des paramétres géographiques et environnementaux qui structurent la variabilité génétique
des populations (génétique du paysage, Manel ef al. 2003).

Les amphibiens sont de bons modeles pour I’étude des interactions entre dispersion et
paysage. Ils présentent typiquement une distribution en taches (Joly et al. 2001), ils sont
physiologiquement dépendants d’un milieu humide et possedent souvent une grande
spécificité d’habitat (Duellman & Trueb 1994). Les especes se reproduisant dans des habitats
aquatiques utilisent pour compléter leur cycle de vie des environnements parfois distincts
pour la reproduction, le développement larvaire et la survie des adultes (Pope et al. 2000), de
nombreux amphibiens montrent une structure de population a trés petite échelle
(Alexandrino et al. 2000; Andersen et al. 2004; Bradley Shaffer et al. 2000; Cabe ef al. 2007,
Garcia-Paris et al. 2000; Hitchings & Beebee 1997; Kraaijeveld-Smit et al. 2005; Lampert et
al. 2003; Larson et al. 1984; Monsen & Blouin 2003; Noél ef al. 2007, Palo et al. 2004), ce
qui permet d’étudier de fagon précise les relations entre flux de génes et paysage a I’échelle
locale.

Les populations d’amphibiens sont souvent divisées en démes au niveau des agrégations
de reproduction et interconnectées. La plupart des espeéces ont un fonctionnement en
métapopulation a travers la migration des adultes et juvéniles en dehors de la période de
reproduction (Dubey et al. 2009; Gulve 1994; Hels 2002; Marsh & Treham 2001; Pope et al.
2000; Rowe et al. 2000; Sinsch 1992; Sjogren 1991). La connectivité de I’habitat joue donc
un réle primordial dans la viabilité régionale des populations. Pour des especes terrestres a
faible capacité dispersive la connectivité dépend de la distance entre les taches d’habitats
favorables et de la résistance relative de la matrice paysagere entre les taches (Bennett 1990).

On peut donc s’attendre a ce que la dispersion soit cruciale pour la persistance des
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(méta)populations (Semlitsch 2002) et que la structure du paysage affecte le comportement
locomoteur des individus et donc les taux de dispersion dans le paysage. Beaucoup d’études
montrent que la dispersion est altérée dans les paysages anthropisés (Gibbs 1998b; Hitchings
& Beebee 1997; Lesbarreres et al. 2003; Stevens et al. 2006b; Vos & Chardon 1998). Les
amphibiens sont a ce titre particuliérement touchés par la destruction et la fragmentation de
leur habitat (Cushman 2006), et représentent le phylum de vertébrés le plus menacé
d’extinction (Beebee & Griffiths 2005). Actuellement, les especes de montagne néotropicale
et celles inféodées aux cours d’eau sont les plus menacées (Beebee & Griffiths 2005).

Les connexions hydrologiques dans les vallées alluviales sont reliées au régime
hydraulique qui crée des patrons d’inondation naturels. Ainsi, les vallées alluviales sont le
corridor naturel de nombreuses especes qui profitent de la grande connectivité de ces pieces
d’eau (Evanno et al. 2006; Frisch et al. 2005; Hernandez-Martich et al. 1995; Jackson et al.
1999; Thomas et al. 2006). Néanmoins, aux patrons d’inondations s’intercalent des patrons
d’assechement des pieces d’eau qui dépendent directement ou indirectement du régime du
fleuve. Ainsi, certaines picces d’eau peuvent étre partiellement ou totalement asséchées au
cours de I’année ou d’une année sur ’autre. Cette fragmentation naturelle (Ward 1998) est
amplifiée par I'impact des aménagements humains tels que la régulation du flux, la
canalisation et la stabilisation des berges qui perturbent le régime naturel du fleuve,
simplifient la morphologie du chenal, isolent la plaine d’inondation et les aquiferes contigus
du chenal et changent la physionomie de la plaine d’inondation (Ward 1998). En Europe par
exemple, les travaux massifs de canalisation des fleuves achevés avant le 20 siécle ont été
couplés, avec la régulation des flux, au drainage des zones humides et a la mise en culture ou
en bati des plaines d'inondation (Arntzen 1981; 1994; Duellman & Trueb 1994). Les
écosystemes fluviaux sont donc devenus particulierement sensibles a la fragmentation et a
la perte d’habitat causées par les activités humaines.

Les effets des inondations sur les amphibiens de plaines alluviales peuvent étre séparés en
effets directs et indirects dont les conséquences sont positives ou négatives. Dans certains cas,
les nombreuses piéces d'eau créées par les inondations saisonnieres connectent les
populations, favorisant le flux de génes (Giordano et al. 2007; Wallis & Arntzen 1989).
L’humidité du corridor riparien favorise la migration de ces organismes sujets a une
évaporation élevée a cause de leur peau perméable (Arntzen 1981; 1994; Duellman & Trueb
1994). En particulier, 1’utilisation des corridors ripariens maintiendrait la connectivité entre
régions montagneuses (Purrenhage et al. 2009; Zhan et al. 2009). D’autre part, en période de

crue, le courant participe a la dispersion passive des individus, en particulier des larves
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(Arntzen 1981; 1994; Bruce 1986; Hayes et al. 2006; Kraaijeveld-Smit et al. 2005; Measey et
al. 2007; Méndez et al. 2004; Thiesmeier 1994).. Au contraire, les perturbations causées par
les forts courants d’inondations du fleuve peuvent causer la mortalité des adultes (Ellinger &
Jehle 1997). Les crues peuvent également favoriser la colonisation par des prédateurs des
amphibiens, tels que les poissons, des pi¢ces d’eau qui ne sont pas habituellement connectées
au cours d’eau (Bradford 1991; Morand & Joly 1995). A I’inverse, les inondations trop peu
fréquentes de certaines pieces d’eau diminuent la longévité de leurs habitants (Cogélniceanu
& Miaud 2003; Nobili & Accordi 1997). A Ieffet de la vallée alluviale peut s’ajouter I’effet
direct du cours d’eau lui-méme sur la dispersion, qui peut structurer les populations de part et
d’autre (Alexandrino et al. 2000; Lampert ef al. 2003; Marsh et al. 2007; Wagner et al. 2005;
mais voir Gascon et al. 1998; Lougheed ef al. 1999; Matsui et al. 2006).

Dans ce chapitre nous présentons I’étude de la génétique des populations d’un petit
amphibien assez commun et ubiquiste se reproduisant en milieu aquatique, le triton palmé,
dans la vallée alluviale d’un des plus grands fleuves d’Europe et I’un des plus préservés : la
vallée de Loire. Les objectifs de ce chapitre sont (1) de comprendre comment s’organisent les
populations de tritons palmés en vallée de la Loire, (2) de tester I’existence d’une structure et
¢valuer I’influence éventuelle de grandes structures du paysage sur celle-ci, et enfin (3)
d’estimer I’importance de la vallée alluviale dans les flux de genes entre populations. En
particulier, pour savoir (1) si le triton palmé répondait a un systéme en métapopulations, nous
avons estimé les taux de migration entre populations selon deux techniques bayésiennes et
testé la différenciation génétique entre populations. Nous avons estimé la taille efficace des
populations et I’occurrence d’événements d’extinction. En effet, si la vallée alluviale est un
environnement perturbé par I’irrégularité des mises en eau, nous nous attendons a ce que les
tailles de populations fluctuent au point que la population puisse disparaitre les années ou la
mare n’est pas mise en eau. (2) La structure de population a été testée selon trois méthodes
bayésiennes. Nous avons testé 1’hypothése d’un isolement par la distance et estimé la
distance sur laquelle il pouvait opérer. Pour tester I’influence des petits et grands cours d’eau
et de la vallée alluviale sur la structure des populations, nous avons émis six hypothéses et
estimé 1’effet du découpage selon ces barrieres potentielles sur la variabilité totale. Enfin, (3)
nous avons comparé I’importance des flux de génes dans la vallée, corridor potentiel, par

rapport au plateau.
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Matériel et Méthodes

Echantillonnage

Nous avons échantillonné les individus selon des transects transversaux de part et d’autre
de la Loire. Ces transects ont été réalisés de la vallée alluviale, zone présumée favorable aux
flux de geénes vers la zone de plateau, plus fragmentée. Pour chaque transect, nous avons
essayé d’échantillonner un site en vallée, un site en plateau et, si possible, un site en position
intermédiaire. La vallée alluviale a été¢ bornée selon la limite des plus hautes eaux connues
(DIREN Centre 2005). Les tritons palmés restent a I’eau pendant plusieurs semaines (de mars
a mai) ou ils se reproduisent de jour comme de nuit, ce qui a permis un échantillonnage
diurne. La capture se faisait a I’aide d’une épuisette passée le long de la rive et au niveau de la
végétation aquatique que les tritons utilisent pour se cacher, se nourrir et pondre (Norris &
Hosie 2005). L’échantillonnage durait de cinq minutes a deux heures selon les cas. Méme si
de nombreux points d’eau étaient colonisés par les tritons palmés, il n’y avait souvent que
quelques individus, d’ou la difficulté de trouver des mares dans lesquelles environ 30
individus étaient présents. Sur les deux saisons de capture (2006 et 2007), 1102 individus ont
été capturés sur 37 sites de reproduction. Dix-huit sites ont été échantillonnés en vallée
alluviale et 19 en plateau. Leur localisation est indiquée sur la figure IV.1 et le nombre
d’individus est indiqué dans le tableau IV.3—partie résultats). L ablation d’une phalange et sa

conservation dans 1’éthanol & 75% ont permis les analyses génétiques.
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Figure IV.1 Localisation des 37 sites d’échantillonnage. La vallée alluviale (bleu clair) correspond a la
limite des plus hautes eaux connues.
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Génotypage

Afin d’estimer la structure génétique neutre, I’ADN des 1102 individus a été extrait et
génotypé sur six marqueurs microsatellites tels que décrits dans Johanet et al. (soumis;
Raymond & Rousset 1995; Rousset 2008). Ces marqueurs neutres permettent 1’estimation des
parametres classiques de génétique des populations tels que I’hétérozygotie, 1’écart a
I’équilibre de Hardy-Weinberg ou encore la structure entre populations. Les individus de
tritons palmés utilisés dans 1’étude de I’introgression avec le triton ponctué (CHAPITRE III) ont
été utilisés dans cette étude car nous avons mis en évidence que I’hybridation était un
phénomene rare et que I’introgression impliquait d’avantage les tritons ponctués que les

palmés.

Analyse des données

Analyses de la diversité génétique intra-population

Les fréquences alléliques, les hétérozygoties observées et attendues ainsi que les écarts a
I’équilibre de Hardy-Weinberg ont été analysés pour chaque locus et sur I’ensemble des

locus en utilisant les logiciels GENETIX v 4.05.2 (Belkhir et al. 2004) et GENEPOP v 4.0.7
(Belkhir ef al. 2004). La significativité de 1’estimateur f du Fis (Weir & Cockerham 1984) a

été testée en utilisant la procédure de permutation des alleles a l'intérieur de chaque
population a ’aide du logiciel GENETIX (1000 permutations). La présence d’alleles nuls a été
testée a 1’aide du logiciel MICRO-CHECKER v 2.2.3 (Van Oosterhout e al. 2004). L’occurrence
de déséquilibres de liaison a été testée avec GENETIX aprés application de la correction de
Bonferroni pour les tests multiples.

En vallée, I’irrégularité du régime hydraulique peut provoquer d’importantes fluctuations
de la taille des populations de tritons. En effet, la présence, la surface ou encore la persistance
dans le temps des sites de reproduction dans les vallées alluviales sont trés dépendantes du
régime du fleuve. Il est alors attendu que les fluctuations démographiques diminuent la taille
efficace des populations (Whitlock & Barton 1997). Nous pouvons donc attendre des tailles
efficaces plus faibles en vallées alluviales, zones perturbées, qu’en plateaux, supposés plus
stables. Nous avons utilis¢ ici deux approches permettant de mettre en évidence d’éventuelles

signatures génétiques des variations démographiques. Premic¢rement, la taille efficace des
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populations peut étre estimée par la méthode du déséquilibre de liaison (Hill 1981). La
méthode repose sur le fait que dans un systéme ou les gametes sont distribués au hasard parmi
un petit nombre de zygotes, il y aura un écart aux fréquences génotypiques attendues, et un
écart aux fréquences gamétiques attendues, chacun d’eux pouvant étre utilisé pour estimer la
taille efficace. Nous avons estimé les tailles efficaces de chacune des populations
¢chantillonnées grace a cette méthode implémentée dans le logiciel NEESTIMATOR v 1.3 (Peel
et al. 2004). Les tailles efficaces des populations de vallées ont été comparées a celles de
plateaux avec le test de Mann-Whitney sur STATISTICA v 8.0 (StatSoft 2007). Dans la seconde
approche, pour détecter des réductions récentes de tailles efficaces (i.e. goulet
d’étranglement) nous avons utilisé le logiciel BOTTLENECK v 1.2.0.2 (Piry et al. 1999). Ce
programme teste si I’hétérozygotie observée est plus importante que 1’hétérozygotie attendue
compte tenu du nombre d’alleles au locus sous I’hypotheése d’un €quilibre mutation-dérive
(i.e., la taille efficace est restée constante au cours des dernieres années). Pour déterminer si
une population présente un nombre significatif de locus avec un exces de diversité génétique,
nous avons utilisé le test de Wilcoxon, test relativement puissant qui peut étre utilisé avec peu
de locus (Cornuet & Luikart 1996).. Pour chacune des populations, nous avons testé
I’hypothese d’un exces de diversité génétique sur I’ensemble des locus évoluant sous un
modele de mutation en stepwise (SMM) et sous un modele de mutation intermédiaire (TMM
avec 70% SMM) tel que conseillé par les auteurs. Le nombre de populations ayant subi un
goulet d’étranglement en vallée et en plateau a ét€¢ comparé par une analyse Log-linéaire sur

STATISTICA v 8.0 (StatSoft 2007).

Analyse de la diversité génétique entre populations

Plusieurs approches ont permis une étude globale de la structure de population sur la zone
d’étude. En effet, rien ne permet de penser que les populations de tritons palmés fonctionnent
a I’équilibre migration/dérive. Pourtant, cet équilibre est pré-supposé dans bon nombre de
méthodes dites paramétriques. C’est pourquoi notre analyse utilisera différentes approches
basées ou non sur des mod¢les biologiques.

Tout d’abord, la structure génétique globale et par paires de sites a été estimée a ’aide
de I’estimateur @ du F. st (Weir & Cockerham 1984) et a été testée par permutation globale
des individus a 1’aide du logiciel GENETIX (1000 permutations). Cependant, le F'st ne peut étre
traduit directement en flux génique (Whitlock & McCauley 1999). Il est donc nécessaire
d’utiliser des approches complémentaires afin de pouvoir estimer le nombre de migrants entre

sites. Deux méthodes bayésiennes ont donc été utilisées. Premicrement, les probabilités
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d’assignation des individus a leur population de capture ont été calculées selon la méthode
de Rannala & Mountain (1997). Nous avons utilisé 1’algorithme de Paetkau et al. (2004) pour
la détection de migrants de premiére génération a un seuil de 0,05 suite a un
rééchantillonnage de 1000 individus. Ces calculs ont été effectués par chaines de Markov
Monte Carlo (MCMC) grace au logiciel GENECLASS v 2.0 (Piry et al. 2004). Deuxi¢émement,
le logiciel BAYESASS v 1.3 (Wilson & Rannala 2003) a aussi permis 1’estimation de taux de
migration récents entre populations (et I’intervalle de confiance) en utilisant une MCMC. Le
logiciel ne permettant pas de traiter plus de 19 populations, nous avons effectué 1’analyse sur
un sous-échantillonnage correspondant a 1’ensemble des 19 populations au sud de la Loire.
Nous avons réalisé trois millions d’itérations, dont un million ont servi au préchauffage, et
avons €chantillonné la chaine toutes les 2000 itérations. Tous les autres parameétres ont été
pris par défaut. Les analyses réalisées sur GENECLASS et BAYESASS ont été répétées cinq fois
pour controler les résultats.

Afin d’évaluer le type de structure sur I’ensemble de la zone d’étude, nous avons réalisé
une analyse en composantes principales spatialisée (ACPs). L’ACPs permet d’étudier la
variabilité génétique spatiale en utilisant les fréquences alléliques sur les individus ou les
populations, sans forcément répondre au critére d’équilibre a Hardy-Weinberg (Jombart et al.
2008). Les scores résument a la fois la variabilité génétique et la structure spatiale entre
individus ou populations. L’analyse réalisée grace au package ADEGENET (Jombart 2008)
sous R v 2.8.1 (R Development Core Team 2007) a permis de tester statistiquement la
présence d’une structure globale (taches, clines et intermédiaires), locale (fortes différences
génétiques entre voisins) ou d’un bruit de fond.

Cependant les populations de tritons palmés ne se conforment pas forcément au modele en
iles et il peut étre intéressant d’étudier la différenciation sous des modeles alternatifs tels que
I’admixtion, par exemple. C’est pourquoi nous avons utilisé une autre méthode basée sur
I’approche bayésienne permettant donc d’étudier la structure génétique des populations
lorsque celle-ci semble cryptique. Cette approche est basée sur la probabilité a posteriori que
les individus soient assignés a K populations, Pr(X/K) ou X est le génotype des individus
¢chantillonnés. Le programme STRUCTURE (Pritchard ez al. 2000) utilise cette méthode pour
détecter des unités populationnelles. Cependant, ce programme ne tient pas compte de la
localisation géographique des individus contrairement aux logiciels BAPS (Corander &
Marttinen 2006) et GENELAND (Guillot ef al. 2005) qui détectent des unités correspondant aux
populations dans 1’espace en assignant également les individus a des groupes selon la

méthode bayésienne. Ces trois logiciels ont été utilisés de fagon concomitante pour déterminer
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si la zone d’étude se fractionnait en unités géographiques particuliéres. L’utilisation de
STRUCTURE v 2.2 a permis la détermination du nombre de clusters pouvant composer notre
aire d’étude en regroupant tous les individus et en calculant pour chaque cluster (K) la
probabilité d’appartenance de chaque individu, K variant de 1 a 37 (nombre total de sites
¢chantillonnés). Les probabilités individuelles ont été calculées selon un modele d’admixtion
(la composition génétique des individus pouvant résulter d’un mélange provenant de
différentes populations) sur des séries de 10 000 itérations suivant une période préliminaire de
10 000 itérations pour I'estimation des parametres. Ceci a été répété 10 fois pour chacune des
37 valeurs de K. La valeur la plus probable de K a été estimée en utilisant la méthode
proposée par Evanno et al. (2005). De la méme fagon, GENELAND 2.0.1 a été utilisé en faisant
varier K de 1 a 37 suivant un modele de fréquences alléliques corrélées, sur une série de
100000 itérations. Pour tester I’occurrence d’une admixtion entre les entités pouvant
potentiellement structurer la zone d’étude, le logiciel BAPS v 4.14 a été utilisé. Les résultats se

sont basés sur 50 simulations a partir des fréquences alléliques a posteriori.

L’isolement par la distance (IBD) a été testé par le test de Mantel (1967) implémenté par
GENETIX apres 1000 permutations aléatoires de 1’ordre des populations dans la matrice
génétique (é/(l- é)). Pour connaitre la distance a laquelle un IBD pouvait opérer, nous avons
étudié les autocorrélations spatiales au niveau individuel. Le coefficient de parenté Fija été
estimé selon la formule suivante : Fij=(Qi-Om)/(1-Om), ou Qj est la probabilité que deux
genes, i et j, tirés aléatoirement soient identiques par état et Om est la probabilité moyenne que
les geénes soient identiques par état chez les individus tirés aléatoirement au sein des sites
échantillonnés (Vekemans & Hardy 2004). Le coefficient de parenté de Ritland (1996) a été
utilisé car il n’implique pas que les populations soient a 1’équilibre d’Hardy-Weinberg et
s’accommodent de petites tailles d’échantillons. Relativement peu sensible aux variances
d’échantillonnage il s’avere puissant pour détecter les structures de populations (Hardy &
Vekemans 2002). L hypothése d’isolement par la distance a été testée par régression de la
matrice des Fj par rapport & la matrice des distances géographiques logarithmiques. La
significativité de la pente de régression a été évaluée suite a 1000 permutations aléatoires des
localisations spatiales entre individus effectuées sur le logiciel SPAGEDI (Hardy & Vekemans

2002).
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Effet des cours d’eau et de la topographie sur la structure de population

Si les cours d’eau représentent une barriere a la dispersion et donc au flux de genes
(Alexandrino et al. 2000; Lampert et al. 2003; Marsh et al. 2007; Wagner et al. 2005), nous
nous attendons a ce que chaque entité géographique délimitée par ces éléments du paysage
forme une région génétiquement distincte des autres. Si la Loire, pouvant atteindre 150 m de
large, forme une barriere géographique, elle séparera génétiquement les populations du Nord
(N) et du Sud (S). Si les cours d’eau plus étroits des Basses Vallées Angevines (Maine,
Mayenne, Sarthe et Loir - maximum 80 m de large) forment eux aussi une barricre
géographique, ils isoleront les populations a I’Est (NE) et a I’Ouest (NO). De méme, si la
topographie structure les populations de Vallée (V) et celles de Plateau (P) (Giordano et al.
2007), celles-ci seront génétiquement différenciées. Cela nous conduit a formuler six
hypotheses (figure 1V.2) :

HO : il n’y a pas de barrieres a la dispersion dans le site d’étude

HI : la Loire structure la zone d’étude

H2 : la Loire et les autres cours d’eau structurent la zone d’étude

HOb : la topographie structure la zone d’étude

H1b : la topographie et la Loire structurent la zone d’étude

H2b : la topographie, la Loire et les autres cours d’eau structurent la zone d’étude

HO

HOb ‘tr-

Figure IV.2 Représentation des six hypothéses d’étude utilisées pour PAMOVA.

Afin de tester ces hypothéses, nous avons réalisé¢ des analyses de variance moléculaire
(AMOVA, Excoffier et al. 1992) pour chacune de ces situations a I’aide du logiciel

GENETICSTUDIO V0.1 (disponible gratuitement a partir de: http://dyerlab.bio.vcu.edu/).

L’AMOVA attribue la part de diversité génétique entre les régions, entre les sites d’'une méme

région et entre les individus d’un méme site.
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Les sites de reproduction dans les différentes régions peuvent faire partie d’une seule
population panmictique, d’un ensemble de démes totalement isolés ou de composants
partiellement interconnectés d’une métapopulation (Rowe et al. 2000). Chacune de ces
situations présente différents attendus en termes de structure génétique. Dans le premier cas
les individus regroupés devraient former un ensemble a I’équilibre de Hardy-Weinberg. Dans
le second, chaque population sera a 1’équilibre mais le regroupement des individus ne le sera

plus. Les métapopulations s’intercalent entre ces deux extrémes. Nous avons donc calculé
pour chacune de ces régions, I’estimation et la significativité des estimateurs f de Fis a I’aide

des quatre locus ne portant pas d’alleles nuls.
Enfin, une analyse factorielle des correspondances (AFC) a ét¢ menée sur GENETIX pour

illustrer les différences entre régions.

Le réle des vallées alluviales dans les flux de génes

Si les flux de genes sont accélérés en vallée alluviale, nous nous attendons a ce que la
différenciation génétique entre deux sites de vallée soit plus faible qu’entre deux sites de
plateau. Ceci serait trivial si les échanges entre strates (plateau, vallée) n’existaient pas. Or
une mutation apparue en plateau peut se propager en vallée, diffuser plus rapidement, et
réapparaitre en plateau, a grande distance de son origine. Ceci aurait pour effet de brouiller
I’isolement par la distance au sein de chaque strate et de rapprocher génétiquement des
populations ¢loignées. Afin de tester cette hypothése, nous avons simulé le comportement
d’un locus microsatellite dans un paysage divisé en trois strates (figure IV.3). Chaque strate
est de dimension 50 x 14 démes. Les effets de bord sont limités par la présence d’une bordure
de 5 démes de large. Comme le Fsr est dépendant du produit entre Ne, la taille efficace, et m,
le taux de migration chaque strate est caractérisé par une valeur de Ne.m, encore appelé flux
génique. Dans notre modele nous avons testé six situations différentes en fonction des valeurs
de Ne.m dans chacune des strates. A chaque fois, nous avons choisi la valeur la plus faible de
flux génique pour la strate la plus au nord censée représenter la strate dite de plateau, et la
valeur la plus forte pour la strate la plus au sud représentant la vallée alluviale. On affecte a la
strate du milieu (strate dite du lit majeur) une valeur intermédiaire et constante sur tous les
scénarios (Ne=500). Le tableau IV.1 illustre les différents scénarios (i.e. valeurs de Ne
affectées a chaque strate) utilisés dans les simulations. Pour chaque série de six scénarios, une
valeur de m a été utilisée. Nous avons testé ici deux valeurs de m: 0,1 et 0,001. Les

simulations ont été réalisées a ’aide du logiciel SPLATCHE 1.1 (Currat et al. 2004). Au départ
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de chaque simulation, chaque pixel est déja a son maximum démographique, c’est a dire aux
valeurs de Ne spécifiées plus haut. Le taux de croissance de chaque déme est de 0,01. La
migration a partir d’un déme se fait dans les quatre directions Nord, Sud, Est et Ouest. Un
nombre de migrants égal pour chaque direction a été choisi pour plus de simplicité. Chaque
simulation consiste en une simulation démographique et en cent simulations de coalescence
d’un marqueur microsatellite ce qui permet d’obtenir une évaluation de la variation génétique
a partir de cent locus. Un taux de mutation de 10~ a été choisi, et le microsatellite suit un
modele de mutation stepwise non contraint sur le nombre de motifs. Chaque simulation a été
menée sur 2000 générations afin de s’assurer de 1’équilibre migration/dérive. Les génotypes
microsatellites (30 individus diploides) ont été échantillonnés sur quatre transects comprenant
chacun un déme de vallée, un du lit majeur et un de plateau. Ce schéma d’échantillonnage est
censé représenter la stratégie adoptée dans cette étude pour les tritons palmés. Chaque déme
échantillonné est distant de douze démes d’un autre déme échantillonné, aussi bien en
direction verticale qu’horizontale. Ceci permet d’éviter les confusions entre effets de distance
et différence de flux génique entre strates. A 1’issue de chaque simulation, les Fst par paires
sont estimés grace au logiciel ARLEQUIN (Excoffier e al. 2005). Les différenciations

moyennes entre démes adjacents au sein de chaque strate sont alors estimées et comparées.

50 demes

M
w
e8]
E Plateau
o
~+
—

v

Lit majeur
Vallée
v

Figure IV.3 Représentation du paysage modélisé en trois strates de S0 démes sur 14.
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Tableau IV.1 Description des six scénarios de simulations. Les valeurs numériques représentent les tailles
de déme dans chacune des strates.

Strate
Scénario Vallée Lit majeur Plateau

1 950 500 50

2 900 500 100
3 800 500 200
4 700 500 300
5 600 500 400
6 500 500 500

Afin de tester une différence de flux génique entre sites de vallée et sites de plateau sur
nos données génétiques, nous avons réalisé un test de Mantel avec hypothése (Lemaire ef
al. 2000; Livshits ef al. 1991). Pour ce faire, nous avons construit une matrice dans laquelle le
méme coefficient était attribué pour deux sites positionnés en vallée (« 1 »), pour un site en
vallée et ’autre en plateau (« 2 ») et pour deux sites positionnés en plateau (« 3 ») (figure
IV.4). Le test de Mantel partiel mesure et teste la corrélation linéaire entre deux matrices tout
en tenant compte de la corrélation linéaire avec une troisieme matrice. Nous avons testé la
corrélation partielle entre la distance génétique et les trois combinaisons de sites en tenant
compte de la distance géographique par un test de Mantel partiel réalis€¢ sur XLSTAT

(Addinsoft 2009).

«3»
+—>

Plateau
«2» «2»

O <1 O Vallée

Figure IV.4 Schématisation du modéle utilisé pour le test de Mantel avec hypothéses.

Il n’y a pas de différence significative dans la distribution des combinaisons par paires de
sites (Plateau-Plateau et Vallée-Vallée) selon la distance ; selon le test de Mann-Whitney
réalisé plus haut (CHAPITRE II, U = 1,19.10", p = 0,164) chaque combinaison est
¢quitablement représentée. Nous avons donc comparé la distribution des estimations de Fsr

par paires de sites selon chacune des deux combinaisons par un test de Mann-Whitney.
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Résultats

Analyse de la diversité génétique intra-population

Les six microsatellites utilisés ont montré un polymorphisme de 6 a 27 all¢les par locus,
avec une moyenne de 16 alleles par locus. Aucun déséquilibre de liaison n’a été détecté. Les
valeurs moyennes d’hétérozygoties observées et attendues non biaisées (Nei, 1972) et les
estimations de Fis sont indiqués dans le tableau IV.2. La présence d’all¢les nuls pour les locus

th27 et th09 a été détectée au seuil de 5% avec le logiciel MICRO-CHECKER.

Tableau IV.2 Nombre maximum d’alléles par locus (na), hétérozygoties observées et attendues non biaisée

(Ho et Hy), estimations de Fis ( /) et pourcentages de populations montrant un déséquilibre significatif a
Hardy-Weinberg (% pop).

na Ho Hg S % pop
tv3ca9 12 0,38 0,49 0,22 40
th09 25 0,23 0,86 0,73 100
Tv3Cal9 6 0,61 0,61 -0,02 54
Th14 20 0,66 0,75 0,12 38
th27 27 0,17 0,82 0,80 100
thcald 7 0,29 0,35 0,16 46

L’estimation de la variabilité pour chaque population est reportée dans le tableau 1V.3. Le
déficit en hétérozygotes est extrémement significatif pour toutes les populations sur
I’ensemble des six locus, trés probablement dii a la présence d’alléles nuls. Lorsque
I’estimateur de Fis est calculé sans les locus th27 et th09, [I’hétérozygotie observée
s’échelonne de 0,47 a 0,71 avec une moyenne de 0,58. Seules dix populations s’écartent de

I’équilibre d’Hardy-Weinberg.
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Tableau IV.3 Estimation, pour chacune des 37 populations de taille n, de ’hétérozygotie observée et

attendue non biaisée (Ho et He), du déficit en hétérozygotes ( /) et seuils de significativité pour p < 0,05

*)yp <0,1 (**) et p <0,01 (***) calculés sur I’ensemble des six locus microsatellites et sur les quatre locus
sans alléles nuls.

6 locus 4 locus
Population n Ho Hg j’ H, Hg f’\
Tpal 1 34 0,35 0,58 0,40%** 0,58 0,59 0,01
Tpal 2 29 0,37 0,60 0,40%** 0,58 0,57 -0,02
Tpal 3 32 0,38 0,62 0,39%** 0,61 0,54 -0,13
Tpal 4 24 0,38 0,65 0,42%** 0,59 0,57 -0,05
Tpal 6 19 0,41 0,66 0,39%%#%* 0,60 0,63 0,05
Tpal 8 43 0,40 0,59 0,33%%%* 0,58 0,55 -0,05
Tpal 9 22 0,54 0,66 0,19%%*%* 0,71 0,62 -0,15
Tpal 10 32 0,43 0,59 0,28%** 0,62 0,54 -0,16
Tpal 12 28 0,37 0,64 0,43%** 0,60 0,57 -0,04
Tpal 15 30 0,46 0,60 0,25%** 0,65 0,53 -0,23
Tpal 16 32 0,46 0,61 0,26%%* 0,70 0,58 -0,22
Tpal 17 30 0,41 0,59 0,32%%%* 0,62 0,52 -0,21
Tpal 18 29 0,31 0,58 0,49%%* 0,55 0,56 0,01
Tpal 19 30 0,41 0,64 0,36%*%* 0,63 0,59 -0,06
Tpal 20 30 0,43 0,64 0,33%** 0,60 0,55 -0,09
Tpal 21 30 0,41 0,67 0,41%** 0,61 0,60 -0,01
Tpal 23 36 0,39 0,64 0,38%** 0,58 0,54 -0,07
Tpal 24 22 0,37 0,68 0,47%** 0,58 0,63 0,09
Tpal 25 29 0,34 0,63 0,47%%* 0,55 0,54 -0,03
Tpal 26 28 0,45 0,66 0,32%%%* 0,59 0,58 -0,01
Tpal 27 30 0,36 0,64 0,45%%%* 0,56 0,58 0,04
Tpal 28 27 0,40 0,65 0,39%%*%* 0,63 0,60 -0,04
Tpal 29 31 0,46 0,67 0,32%%%* 0,64 0,60 -0,06
Tpal 30 28 0,38 0,64 0,41%%* 0,59 0,56 -0,07
Tpal 31 25 0,34 0,65 0,48%%%* 0,54 0,60 0,11*
Tpal 32 35 0,41 0,66 0,39%%%* 0,52 0,60 0,13**
Tpal 33 35 0,45 0,71 0,37%** 0,59 0,65 0,09*
Tpal 34 38 0,45 0,70 0,36%** 0,54 0,63 0,15%**
Tpal 38 29 0,33 0,63 0,49%** 0,53 0,56 0,05
Tpal 40 31 0,40 0,71 0,44%** 0,57 0,65 0,12%*
Tpal 41 35 0,29 0,65 0,56%** 0,47 0,57 0,18%%*
Tpal 42 35 0,33 0,71 0,54%%%* 0,52 0,66 0,22%*%*
Tpal 43 24 0,33 0,70 0,53%%%* 0,47 0,67 0,31%**
Tpal L 30 0,45 0,67 0,33%%%* 0,64 0,62 -0,03
Tpal M 32 0,30 0,59 0,49%** 0,49 0,49 -0,02
Tpal T 24 0,32 0,64 0,50%** 0,50 0,56 0,11%*
Tpal V 24 0,36 0,72 0,51%%* 0,60 0,68 0,11%*
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Les tailles efficaces par populations échantillonnées, estimées selon la méthode des
déséquilibres de liaison (Hill 1981) varient de quatre individus a une taille infinie (figure
IV.5). Théoriquement, les populations de taille infinie correspondent a des populations de
taille tellement importante que la méthode ne peut distinguer entre une taille infinie et une
grande taille de population (Peel er al. 2004). Les forts écarts-types s’expliquent par les
limites de la méthode lorsque I’échantillonnage des individus ou le nombre de marqueurs est
faible ou lorsque les conditions s’écartent des postulats de la méthode (i.e. population stable,
panmictique, sans sélection ni migration, ni mutation) (England er al. 2006). Les tailles
efficaces des populations de vallée et de plateau sont équivalentes (une valeur de 1000

individus a remplacé la valeur infinie, U = 157, p = 0,682).

infini
500 - s

8 400

S

Hq:} 300 253

2 J 190

E 200 A 162 174 142
"Woallszenslz onzlzanal e za 002

1 2 3 4 6 8 9 10121516 17 18 19 20 21 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 343840414243 L M T V
Site

Figure IV.5 Estimation des tailles efficaces des 37 populations selon la méthode des déséquilibres de
liaison (Hill 1981) implémentée par NEESTIMATOR.

Quatre populations témoignent d’une réduction de taille efficace récente d’apres les
analyses effectuées sur BOTTLENECK. Toutes sont situées en vallée (Tpal 3, 8, 19 et 43), une

différence significative avec le plateau (y*> = 6,279, ddl =1, p = 0,012).
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Analyse de la structure génétique entre populations

Une AMOVA effectuée en séparant les sites syntopiques des sites allotopiques a confirmé
que ce critere n’était pas discriminatoire (F = 2,869, ddl = 1 et 1065, p = 0,091 ; 0,2 % de la
variation est expliqué par le fait que la deuxiéme espéce occupe ou non le site de
reproduction).

L’étude génétique réalisée a 1’aide des six marqueurs microsatellites indique une structure
de population faible mais extrémement significative sur ’ensemble des sites échantillonnés en
vallée de la Loire (é = 0,027, p < 0,000). La figure IV.6 illustre le niveau de structure

génétique global et par marqueur sur la zone étudice.

0,067
0,057 %
0,047

0,037

0,02
0,01

>

<
global
tv3ca9
th09 |
Tv3Ca19 [
Th14 |
th27 |
thca14 [_—1—

Figure IV.6 Estimation des Fgr global et par marqueur. L’estimation de I'intervalle de confiance & 95% a
été réalisée par 1000 bootstraps sur les locus pour P’estimation du Fgr global, et par Jackknife sur les
populations pour les estimations de Fgsy par locus.

L’estimation des Fgsr par paires s’échelonne de -0,015 (p = 0,960) a 0,095 (p < 0,000) et
indique des différenciations significatives pour de nombreuses paires de sites (tableau 1V.4).

24% des estimations de Fgsr par paires indiquent une structure génétique a un seuil de 5%,

22% aun seuil de 1% et 18% a un seuil de 0,1%.
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CHAPITRE 1V - STRUCTURE DES POPULATIONS DE TRITONS PALMES EN VALLEE DE LA LOIRE

Les tests d’assignation réalisés sur GENECLASS réveélent qu’en moyenne 80% des
individus sont assignés a leur population de capture. Les estimations sont comparables d’une
population a 'autre (¢ = 0,05%). L’estimation du nombre de migrants potentiels dans les
populations échantillonnées en fonction de la population de provenance est présentée dans le
tableau IV.5. Chaque population a au moins une fois regu un migrant d’une autre population
et envoy¢ un migrant dans une autre population. Certaines populations se comportent plutdt
comme des populations sources (Tpal 16) et d’autres comme des populations puits (Tpal 31 et
Tpal 42). L’analyse du taux de migration effectuée sur les populations du Sud de la Loire
grace au logiciel BAYESASS indique de facon cohérente que 77% (o = 0,09%) des individus
retourneraient se reproduire dans leur population d’origine (tableau 1V.6). Aucun taux de
migration significatif (> 0,05%) n’a été détecté entre les différentes populations

échantillonnées.
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CHAPITRE 1V - STRUCTURE DES POPULATIONS DE TRITONS PALMES EN VALLEE DE LA LOIRE

L’analyse en composantes principales spatialisée (ACPs) effectuée sur les individus grace
au package ADEGENET sous R est présentée en (figure IV.7). Seul le premier axe (coloré en
noir) est significativement informatif (figure IV.7 a). Le score positif indique une corrélation
spatiale positive, révélant que la zone d’étude ligérienne est structurée globalement. Cette
structure globale peut signifier la présence de deux entités géographiques ou bien d’un
gradient entre deux groupes de populations différenciées (Jombart ez al. 2008). En particulier
d’apres la figure IV.7 b) les scores trés positifs (i.e. blancs) dans le Nord de la zone d’étude
s’opposent aux scores trés négatifs (i.e. foncés) dans le Sud et I’Est. Les zones noires
encerclées par la ligne de niveau de valeur « 1 » correspondent a des zones « fantomes » dues
a I’absence de données dans ces secteurs, limitant les possibilités d’interpolation (Jombart et

al. 2008).
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Figure IV.7 a) Synthése des scores de I’ACPs, seul le premier axe (coloré en noir) est significativement
informatif. b) Représentation des entités des scores dans I’espace par interpolation utilisant des niveaux de
gris et des lignes de contour. Plus les lignes sont proches, plus la différenciation génétique est abrupte.
Plus les zones sont claires plus les scores sont positifs, plus elles sont foncées, plus les scores sont négatifs.
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Corrélativement, 1’isolement par la distance a été testé. Le test de Mantel effectué sur
GENETIX a révélé une corrélation extrémement significative entre la distance géographique et
la distance génétique (Z = 56, p = 0,007), indiquant un isolement par la distance sur la zone

d’étude (figure IV.8). Ceci confirme la structure globale d’autocorrélation positive.
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Figure IV.8 Représentation de la distance géographique en fonction de la distance génétique.
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Les analyses menées au niveau individuel par le logiciel SPAGEDI confirment cet
isolement par la distance, la pente de la droite de régression étant significative (tableau IV.7 et
figure IV.9). L’estimation moyenne des Fj sur les paires d’individus a D'intérieur d’un
intervalle de distance diminue avec la distance et montre une rapide et significative réduction
de la pente en deca de 10 km. Le systéme semble montrer un équilibre migration-dérive (IBD)
jusqu’a un seuil de 10 voire 30 km. La majorité de la dispersion se ferait donc sur de courtes
distances, D’apres le manque de structure a des distances plus longues, 1’équilibre ne semble

pas atteint pour de plus grandes échelles spatiales.

Tableau IV.7 Estimations des coefficients de parenté (Ritland 1996) Fj; sur les paires d’individus par
intervalle de distance et valeur de la pente de la régression sur I’ensemble de la zone. Les seuils de
significativité sont atteints pour p < 0,05 (*), p <0,1 (**) et p < 0,01 (***).

Pente de la

régression

0 ]0-10] 110-20] 120-30] 130-40] 140-50] 150-60]  160-120]  (avec Inggance)

Fi 0,0126%**  0,0009**  -0,0006 -0,0028***  -0,0017  -0,0009  -0,0002  -0,0015 -0,0008+*
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Figure IV.9 Corrélogramme des coefficients de parenté (Ritland 1996) en fonction des classes de distance
effectué sur SPAGEDI. L’enveloppe en pointillés correspond a I’intervalle de confiance a 95% autour des
valeurs.
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Estimation bayésienne de la structure de population

L’utilisation du logiciel GENELAND n’a pas permis de détecter de regroupement a
I’intérieur de la zone d’étude. Le nombre de populations le plus probable était de 1. Ce
résultat peut étre attendu dans le cas d’un isolement par la distance. En revanche, 1’analyse
réalisée avec le logiciel STRUCTURE 2.2 sur la totalité des échantillons suggere deux entités
génétiques distinctes a partir de la méthode d’Evanno etz al. (2005) (figure IV.10). Néanmoins,
il existe une grande variabilité individuelle et seulement 58% des individus étaient assignés a

un cluster ou a ’autre a un seuil de 90% (figure IV.11).
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Figure IV.10 Résultat de la méthode d’assignation par clustering. a) Moyennes des
vraisemblances (Ln P(D)) obtenues apres 20 runs pour chaque valeur de K (ou K représente le
nombre de populations testées), les barres verticales représentant les écarts-types. C) La
méthode d’Evanno et al. (2005) suggere que K=2 est le modele qui correspond le mieux aux

données pour une situation en admixtion.

<

Figure IV.11 Distribtion géographique des populations échantillonnées selon les probabilités d’assignation
a chacun des deux groupes (symbolisés par les couleurs blanches et noires) identifiés par STRUCTURE 2.2.
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Le logiciel BAPS regroupe aussi le jeu de données en deux clusters. La comparaison des
probabilités individuelles obtenues avec STRUCTURE et avec BAPS selon le test pour données
appariées de Wilxocon a permis de corroborer les résultats obtenus avec ces deux méthodes

(Z= 1,653, p = 0,098).

Effet des cours d’eau et de la topographie sur la structure
de population

Les analyses de variance moléculaire effectuées sur GENETICSTUDIO pour chacune des six
hypotheses sont présentées dans le tableau IV.8. Sans aucune barriere a la dispersion (HO),
97,5% de la variation est expliqué par des différences entre individus a l’intérieur des
populations. Seul 2,5% est expliqué par des différences entre populations. Les AMOVA
correspondant aux deux hypothéses suivantes (H1 et H2) mettent en évidence un effet du
regroupement des sites par des régions qui seraient délimitées par la Loire et les BVA.
Néanmoins, seuls 0,8% de la variation totale observée s’expliquerait par ces regroupements. Il
est probable que I’effet de régionalisation observé soit confondu avec I’isolement par la
distance mis en évidence précédemment. La topographie ne met pas en évidence de structure
de population entre les sites de vallée et ceux de plateau (HOb). De fait, la significativité des

AMOVA H2b et H3b s’explique sans doute par I’isolement par la distance.
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Tableau IV.8 Résultat de PAMOVA hiérarchique comparant la variance entre régions, a I’intérieur des
sites de reproduction entre régions, et a ’intérieur des sites de reproduction, selon les six hypothéses

testées. La significativité a été testée contre une distribution nulle de 999 permutations aléatoires.

Indices de  Pourcentage

Source de varnation ddl SE fization  de wanation  F walue
HO

Entre pop 36 120,18 2,5%

A lintérieur des pop 1065 2012,25 $er=0025 ¥7.5% p=0,001
H1

Entre régions 1 11,21  Fpr=0003 0.i% p=0001

Entre pop 4 lintérieur des régions 35 108,95 &g =10,021 1% p=0001

A lintérieur des pop 1065  2012,25  &er=0029 971% p=0,001
H2

Entre régons 2 17,10 Bpr=10,003 0,8 % p=0,001

Entre pop & lintérieur des régions 34 103,06 &g =10020 20% p=0,001

A lintérieur des pop 1065 2012,25  $ep=0,028 FLZ% p=0001
Hih

Entre régions 1 408  Fpr=101001 0.1 % ME

Entre pop 4 lintérieur des régions 35 116,08 &g =10,025 5% p=0001

A I'mtérieur des pop 1065 201225 &g =0,025 7.5% p=0,001
Hih

Entre régons 3 12,49 $pr=0,006 0,6 % p=0,001

Entre pop & lintérieur des régions 33 101,67 &g =0,021 1% p<0001

A lintérieur des pop 1065 2012,25  &ep=0,026 F4% p=0001
Hzh

Entre régions 5 2737 $pr=0,007 0,7% p=0/001

Entre pop 4 lintérieur des régions 31 9280  dgg=0,019 1,9% p=0,001

A lintérieur des pop 1065  2012,25  &er=10026 974% p=0,001
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D’apres les estimations de Fig (tableau 1V.9), aucune de ces régions ne correspond a un
regroupement panmictique. Contrairement a I’analyse au niveau du site de reproduction (cf.

tableau IV.3), aucun de ces regroupements ne montre d’équilibre a Hardy- Weinberg.

Tableau IV.9 Estimation du déséquilibre 2 Hardy-Weinberg et seuils de significativité pour p < 0,05 (¥) et
p <0,01 (¥**), selon le regroupent des individus dans les différentes régions délimitées par les cours d’eau
et/ou la vallée. Les Fig ont été estimés pour toute la zone d’étude, le Sud de la Loire (S), le Nord de la Loire
(N), le Nord de la Loire a I’Est et a I’Ouest (NO) du complexe des BVA (NE), la Vallée (V) et le Plateau (P)
dans chacune de ces régions.

Région g,

f
Total 0,13%%**
S 0,14%**
N 0,1 1%***
NE 0,09%**
NO 0,08%**
v 0,1 1%***
VN 0,05*
VNE 0,18%***
VNO 0,15%**
VS 0,14%**
P 0,15%**
PN 0,18%***
PNE 0,33
PNO 0,09%**
PS 0,15%**
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L’analyse factorielle des correspondances réalisée sur les fréquences alléliques de
I’ensemble des individus ne permet pas non plus d’isoler de facon évidente chacune des

entités géographiques (figure IV.12).
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Figure IV.12 AFC réalisée sur les 37 populations échantillonnées dans le Nord-Ouest de la Loire (o), le
Nord-Est (e) et le Sud (e). Les disques pleins indiquent les sites de vallée et les cercles de sites de plateau.
Les Ellipses a 95% entourent chacun de trois groupements géographiques suivant le méme code couleur.

Ainsi, la forte variabilité génétique des individus au sein des populations ne permet pas de
discerner de fagon claire une structure de populations. Un gradient de fréquence est suggéré
par I’analyse en composante principale spatialisée et deux des trois méthodes d’assignation
bayésiennes. Néanmoins, la position des sites selon les trois grandes régions géographiques
(Sud, Nord-Est, Nord-Ouest de la Loire) n’explique qu’une infime proportion de la variabilité
(0,8%). L’isolement par la distance semble étre le facteur qui structure de fagon

prépondérante les populations de tritons sur la zone d’étude.
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Réle de Ila vallée dans le flux de génes

Les résultats des simulations sont illustrés en figure IV.13. Il apparait clairement que si le
flux génique est moins important en plateau qu’en vallée, il est alors attendu que le Fsr en

vallée soit plus faible.
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Figure IV.13 Simulations des Fgy entre sites de chaque strate (plateau, lit majeur et vallée) selon différents
scénarios (valeurs de taille efficace, c¢f. tableau IV.1 et taux de migration (m). Les simulations ont été
réalisées sous SPLATCHE 1.1 (Currat ef al. 2004)
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Le test de Mantel avec hypothése a indiqué une corrélation significative entre la distance
génétique et les trois combinaisons de sites (Plateau-Plateau, Vallée-Plateau et Vallée-Vallée)
en tenant compte de la distance géographique (» = 0,211, p < 0,001). Le test de Mann-
Whitney réalisé sur I’estimation des Fst suivant les deux types de combinaisons par paires de
sites (Plateau-Plateau et Vallée-Vallée) s’est révélé extrémement significatif (U = 9347, p =
9,14.10°). La différenciation génétique entre deux sites de plateau est en moyenne

significativement plus élevée par rapport a deux sites en vallée (figure IV.14).
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Figure IV.14 a) Estimation des Fsr en fonction de la position et de la distance géographique entre sites. b)
Boites 2 moustache des estimations de Fgr suivant la position des sites.
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Discussion

Les objectifs de cette étude taient de comprendre comment s’organisaient les populations
de tritons palmés a une échelle régionale, de tester I’existence d’une structure et d’évaluer
I’influence éventuelle de grandes structures du paysage sur celle-ci. En particulier, nous
avons voulu évaluer I’influence d’un paysage particulier, la vallée alluviale, sur le flux de

genes.

Un patron d’isolement par la distance et un fonctionnement
en métapopulation

La structure génétique du triton palmé en vallée de la Loire semble étre gouvernée par un
patron global d’isolement par la distance. Ce patron est fréquemment rencontré dans I’étude
des populations d’amphibiens chez lesquels la restriction géographique de la dispersion
provoque I’accumulation de divergences génétiques entre populations (Knopp & Merild 2009;
Kuchta & Tan 2006; Rowe et al. 2000; Tallmon et al. 2000; Vos et al. 2001; Zamudio &
Wieczorek 2007). La plupart des sites échantillonnés montrent un équilibre a Hardy-
Weinberg sur les locus sans alléles nuls. Dans notre étude, chaque site de reproduction semble
donc correspondre a un déme. En dépit de nombreuses différentiations génétiques (Fst) par
paires de sites, chacun recoit ou envoie quelques migrants de ou dans les autres populations.
Certaines populations se révelent particulierement actives, se comportant comme des
populations sources, d’autres plutét comme des populations puits. Les tailles efficaces sont
trés variables d’une population a une autre et quelques populations ont montré les signes d’un
goulet d’étranglement récent, rendant compte de leur probabilité d’extinction. Ainsi, les
populations de tritons palmés des Pays-de-Loire forment un ensemble de sites de
reproductions partiellement isolés, connectés par des migrants occasionnels, avec des
probabilités d’extinction substantielles, typiques d’un fonctionnement en métapopulation. De
nombreux amphibiens, souvent peu dispersants, tres philopatriques et utilisant des habitats de
reproduction spatialement disjoints, présentent un fonctionnement en métapopulation (Jehle et
al. 2005; Kinkead ef al. 2007; Rowe et al. 2000; Zamudio & Wieczorek 2007 ; voir cependant
Smith & Green 2005). Anfin de préciser les dynamiques source-puits, la détermination de
I’age des individus a été expérimentées par squelettochronologie. Néanmoins, la

modernisation de la technique n’a pas permis d’accéder a ces informations (cf. Annexe I),
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conformément aux conclusions Miaud (1990) sur les limites de I'utilisation de la méthode

chez le triton palmé.

Un flux génique relativement important

Les deux techniques d’assignation bay¢sienne assignent environ 77 a 80% des individus a
leur population de capture, suggérant une philopatrie relativement importante. La grande
variance a I’intérieur des populations (97,5% de la variance totale) était largement supérieure
a la variance entre populations, suggérant que le flux de genes des tritons palmés diffuse
facilement dans la zone d’étude. La difficulté de conclure a partir des trois méthodes
d’assignation bayésiennes (STRUCTURE, BAPS et GENELAND) indique que la zone d’étude est
peu structurée pour cette espece. La valeur trés faible des estimateurs de Fgy est plutot
surprenante pour une espece réputée pour avoir des capacités dispersives limitées (voir Smith
& Green 2005). Le Fgr sur la zone d’étude (environ 120 km de long de Nantes & Montsoreau)
est estimé a 0,027. Peu de données génétiques sont disponibles pour les espéces habitant cette

région. Le triton ponctué Lissotriton vulgaris posséde lui aussi une structure génétique globale

trés faible sur la zone d’étude (é = 0,028, étude réalisée avec les méme marqueurs
microsatellites) sur une zone de 90 km de long allant de Montsoreau a Liré. Au contraire, une
étude génétique menée chez la grenouille agile Rana dalmatina a indiqué que deux sites de
plateau €loignés de 13 km dans la méme zone d’étude (au Nord de Saint-Georges-sur-Loire)
montraient une différentiation génétique extrémement significative estimée a 0,079 (Johanet
2005). Ce résultat est surprenant pour un amphibien, la plupart des études génétiques
montrant de forts indices de différenciation a petite échelle (Alexandrino et al. 2000,
Andersen et al. 2004; Bradley Shaffer et al. 2000; Cabe et al. 2007; Garcia-Paris et al. 2000,
Hitchings & Beebee 1997; Kraaijeveld-Smit et al. 2005; Lampert et al. 2003; Larson et al.
1984; Monsen & Blouin 2003; Noél et al. 2007; Palo et al. 2004). En particulier les urodeles
possedent des capacités dispersives tres limitées (voir la syntheése réalisée par Smith & Green
2005), les tritons palmés échantillonnés sur I’aire d’étude sont parmi ceux présentant les plus

petites valeurs de différenciation génétique (figure IV.15).
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Figure IV.15 Estimations de Fgp par paires pour quelques espéces d’urodéles. 'Spear er al 2005;
2 Giordano et al. 2007; * Zamudio & Wiercvorek 2007; * Noél ef al. 2007; ° Cabe et al. 2007; ® Jehle et al.
2001; 7 Pabijan & Babik 2006 ; ® présente étude

Par les techniques d’assignation bayésiennes, des migrations se sont révélées significatives
entre des sites de tritons palmés distants de plusieurs dizaines de kilometres. Outre le manque
d’exactitude de GENECLASS pour détecter les migrants de premicre génération (Kraaijeveld-
Smit ef al. 2005), il est peu probable que ces migrations récentes soient le fruit d’un seul
individu. Ces ressemblances d’un site a un autre s’expliqueraient de fagon plus rationnelle par
le caractere aléatoire de la dérive génétique. En revanche, 1’analyse des coefficients de parenté
sur SPAGEDI indique que I’isolement par la distance est significatif pour des distances
inférieures a dix kilométres, suggérant un modele de migration de proche en proche. De
fagcon cohérente, Smith & Green (2005) suggerent que pour les Urodeles et les Anoures, la
différentiation entre populations n’apparait probablement qu’au-dela de 10 km. Le triton
palmé est une espéce particuliecrement ubiquiste que ’on retrouve dans une trés grande
diversité¢ d’habitats et de paysages (Denoél & Ficetola 2008; Denoél & Lehmann 2006;
Duguet & Melki 2003; Jakob et al. 2003; Thorn & Raffaelli 2001). Ainsi nous pouvons
facilement imaginer qu’il profite des petits fossés et flaques pour la colonisation dans une
région bien drainée comme celle des Pays-de-Loire. En effet, il n’est pas rare de retrouver des
individus de cette espeéce en trés petits effectifs dans n’importe quel site aquatique. En
particulier, certains habitats aquatiques ne sont pas choisis par les adultes et seuls des

juvéniles, potentiellement dispersants, sont retrouvés (A. Johanet observation personnelle).
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Dans une comparaison entre deux anoures sympatriques au Royaume-Uni, Brede & Beebee
(2004) ont montré qu’une augmentation de la connectivité entre populations chez la
grenouille rousse Rana temporaria allait de paire avec une différenciation génétique
significativement plus faible chez cette espece par comparaison avec le crapaud commun Bufo
bufo. Ceci s'expliquerait par la tendance de R. temporaria a se reproduire dans de nombreux
petits sites plutot qu’en grands effectifs dans quelques étangs seulement comme observé chez
B. bufo. Une méme tendance a été observée chez la salamandre marbrée Ambystoma opacum
et la salamandre mole Ambystoma talpoideum chez lesquelles seulement 66.2% et 27.8%
respectivement des individus avaient été assignés a leur population de capture (Kinkead ef al.
2007). En dépit de faibles mouvements individuels (moins de 150 m), la grande variabilité a
I’intérieur des populations (88,4% et 93,5% respectivement) suggere 1’utilisation de
nombreuses petites pieces d’eau pour la colonisation et I’homogénéisation du flux de génes
dans la Baie de Carolina. Comme propos¢ par ces derniers auteurs, chez des espeéces
philopatriques, sous certaines conditions ou avec des dispersions de petite ampleur entre de
nombreux sites, les mouvements exercés a petite échelle (méme quelques individus par

génération) peuvent suffire a homogénéiser la population a I’échelle régionale.

Pas de barriéres paysageéres évidentes a la dispersion

Une structure globale explique la zone d’étude (ADEGENET). Un gradient de fréquence
allélique est suggéré par 1’analyse en composante principale spatialisée et deux des trois
méthodes d’assignation bayésiennes (STRUCTURE et BAPS). Néanmoins, la position des sites
selon les trois grandes régions géographiques (Sud, Nord-Est, Nord-Ouest de la Loire)
n’explique qu’une infime proportion de la variabilité (0,8%). Ce découpage n’est d’ailleurs
pas détecté par 'utilisation de la troisiéme méthode d’assignation bayésiennes (GENELAND).

Les cours d’eau ne semblent donc pas structurer de fagon évidente les populations. Ce
résultat est étonnant sachant la barriére a la dispersion que représentent souvent les cours
d’eau (Alexandrino et al. 2000; Lampert e al. 2003; Marsh et al. 2007; Wagner et al. 2005).
Marsh et al. (2005) ont étudié un cours d’eau ne faisant pas barriere a la dispersion des
salamandres rayées Plethodon cinereus. Néanmoins, il était étroit (2 a 3 m de large) et était
parsemé de végétation émergente au niveau de laquelle les salamandres pouvaient traverser
sans faire face au courant. Pour un cours d’eau d’ordre 2 (5 a 7 métres), 61% des salamandres
réussissaient a le traverser a la nage suite a une expérience controlée de déplacement des

individus. Cela suggérait que le cours d’eau est plus une barriere comportementale que
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physique. Les cours d’eau sillonnant la zone d’étude sont beaucoup plus larges. Néanmoins la
largeur trés variable (en particulier au niveau des bras) se réduit considérablement en période
d’étiage, le faible débit et la colonisation par les végétaux émergés (lentilles, jussie) rendant
I’hypothese d’une traversée probable 1’été. A I’inverse, la traversée du cours d’eau peut aussi
avoir lieu en période de crue. Les inondations peuvent emporter les larves ou les ceufs
attachés a la végétation des pieces d’eau connectées au fleuve (Arntzen 1981; 1994; Bruce
1986; Hayes et al. 2006; Kraaijeveld-Smit ef al. 2005; Measey et al. 2007; Méndez et al.
2004; Thiesmeier 1994). Dans la vallée de la Loire, des organismes comme la jussie, plantes
de milieu lentique, ont montré que le fleuve amplifiait les potentialités de colonisation (Ruaux
et al. 2009).

Alors que chez les salamandre a longs doigts Ambystoma macrodactylum (Giordano et al.
2007), les salamandres tigrées Ambystoma tigrinum melanostictum (Spear et al. 2005) et les
grenouilles tachetées de Colombie Rana luteiventris (Funk et al. 2005) les populations de
plaine et celles de plateau étaient structurées, nous ne trouvons pas de telle différenciation
chez les tritons palmés. Méme si la topographie peut changer brusquement, principalement
rive gauche (ex : 30 m de dénivelé sur 100 m de distance vers Gennes), les dénivelés ne sont
pas aussi importants que ceux des montagnes du Montana ou du Wyoming. Le coflit
énergétique pour gravir les plateaux est sans doute négligeable a I’échelle des Pays-de-Loire.

Il est aussi possible que la vision actuelle que nous avons du flux de geénes chez cette
espece ne refléte pas encore le paysage actuel. En effet, la vallée de la Loire a fortement

évolué depuis le siecle dernier (Dion 1934).

Les flux de génes en vallée alluviale

Notre étude génétique indique que le flux génique est facilité entre les sites de
reproduction situés dans la vallée alluviale par rapport a ceux situés sur le plateau. Ces
différences sont observables malgré les faibles dénivelés par rapport a des études menées en
contexte plus vallonné (Giordano et al. 2007; Tallmon et al. 2000). Les crues printanicres de
la Loire inondant les plaines adjacentes facilitant probablement les flux passifs de genes
(Arntzen 1981; 1994; Bruce 1986; Hayes ef al. 2006; Kraaijeveld-Smit ez al. 2005; Measey et
al. 2007; Méndez et al. 2004; Thiesmeier 1994). La dispersion peut aussi étre facilitée par la
proximité des points d’eau résultant du retrait des crues ou encore des dépressions ou la
nappe phréatique affleure dans le lit majeur du fleuve. Les petites zones humides (fossés,

microtalwegs) le long des corridors ripariens augmentent le nombre de sources pour les
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colonisateurs potentiels et offrent des refuges pour ces animaux, sensibles aux fluctuations de
température et d’humidité (Duellman & Trueb 1994; Semlitsch & Bodie 1998). Ainsi,
Arntzen (1981; 1994) a montré que les salamandres Chioglossa lusitanica peuvent effectuer
de longues distances de migration parallelement aux cours d’eau le long des berges humides.
En outre, la matrice paysagére parait plus favorable en vallée (prairies inondables) que sur
les plateaux (champs cultivés, bati). Le succes de migration dépend d’un habitat terrestre
adéquat (Rothermel 2004). Ainsi, Joly et al. (2001) ont trouvé que I’abondance en tritons
(Triturus sp) était positivement corrélée avec la superficie de secteurs non cultivés entre la
mare et la forét la plus proche dans un rayon de 400 m autour de la mare.

Les connexions dans la vallée alluviale semblent donc profiter a cette espéce amphibie
pour le fonctionnement en métapopulation, la colonisation de nouveaux habitats et la
recolonisation. En effet, quatre sites en vallée alluviale ont montré une recolonisation apres un
phénomeéne de réduction drastique des effectifs, sans doute lié au caractére imprévisible de la
mise en eau de ces sites. Méme si le triton palmé ne semble pas souffrir d’isolement en dehors
de la vallée, le corridor naturel formé par la vallée alluviale peut profiter a de nombreuses
especes. Ainsi le triton crété Triturus cristatus, espece protégée par NATURA 2000, est tres
souvent retrouvé dans les chapelets de mare le long de la Loire (e.g. Boire de la Cireterie vers
Montjean-sur-Loire, boires en pied de levée entre la Daguenicere et Saint-Mathurin-sur-Loire).
Ces considérations indiquent que les connexions naturelles doivent étre conservées dans le lit
majeur de la Loire pour permettre le fonctionnement en métapopulation et donc la persistance
régionale des populations (Blaustein ef al. 1994; Curtis & Taylor 2004; Gonzalez ef al. 1998;
Sjogren 1991).

Conclusion

L’isolement partiel des sites de reproduction, la petite taille de certaines populations, leur
connectivité par des individus dispersants occasionnels et leur probabilité
d’extinction/recolonisation indiquent I’existence d’une structure en métapopulation chez cet
urodele. La dispersion est influencée par le comportement de 1’espece et les caractéristiques
paysageres. Les populations de tritons palmés sont caractérisées par une variabilité
importante, des différenciations génétiques significatives mais peu fortes. Il semblerait que
I’espece, tres ubiquiste, puisse profiter de divers points d’eau pour sa dispersion. En

particulier, en vallée alluviale, les nombreuses pi¢ces d’eau offrent de nombreux sites de
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reproduction (mares) et corridors pour assurer la dispersion entre habitats terrestres et
aquatiques (fossés, microtalwegs humides...). Dans le contexte particulier de la vallée
alluviale, les populations sont directement soumises au risque d’extinction car la probabilité
d’asséchement du site de reproduction est directement ou indirectement liée au régime du
fleuve. Ces considérations soulévent I’importance du fonctionnement en métapopulation pour
la persistance régionale des populations et donc de I’importance de conserver des corridors

dans la matrice paysagere ligérienne.
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Introduction

La détermination de la contribution relative des différents processus évolutifs stochastiques et
déterministes dans la maintenance de la diversité génétique des populations naturelles est une
problématique majeure en biologie de la conservation depuis quelques dizaines d’années
(Eldredge 1989; Mauricio 2005). De nombreuses études sur les conséquences génétiques de la
sélection naturelle ont concentré leur attention sur le complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) (Bernatchez & Landry 2003; Sommer 2005). Le CMH est un groupe de genes connus
pour étre directement impliqués dans la réponse immunitaire chez les vertébrés, et la
variation aux locus du CMH a été liée a la résistance et a la vulnérabilité aux maladies (Briles
et al. 1977; Teacher et al. 2009). Chez la plupart des vertébrés, le CMH se compose de
plusieurs locus qui se répartissent en quatre sous-groupes : classes I, II, III et IV (Gruen &
Weissman 2001; Hughes & Yeager 1998). Les protéines codées par les locus du CMH de
classe I et I forment des complexes avec des peptides antigéniques et les présentent a la
surface des cellules aux récepteurs antigeniques des cellules T. Le CMH de classe I est
principalement impliqué dans la présentation des antigénes de synthése endogéne comme les
protéines virales, alors que le CMH de classe II est principalement impliqué dans la
présentation des antigénes exogénes, tels que les bactéries (Bernatchez & Landry 2003).
L’expression des locus du CMH présente généralement de trés hauts niveaux de diversité
(Piertney & Oliver 2006). La grande diversité¢ dans les locus du CMH pourrait procurer un
avantage direct en permettant 1'identification d'un plus grand nombre d'antigénes, et ainsi
permettre a I'organisme de faire face a un plus large éventail d'agents pathogenes. Il a donc été
proposé que la grande diversité aux locus du CMH soit maintenue par sélection équilibrante
probablement causée par la coévolution entre hétes et agents pathogenes. Une forme possible
de sélection balancée est la superdominance (i.e. I’avantage hétérozygote), selon laquelle les
hétérozygotes ont un avantage car ils peuvent faire face a un plus large éventail d'antigénes
(Doherty & Zinkernagel 1975). Une autre hypothese suggere que le polymorphisme serait
maintenu par sélection négative fréquence-dépendante, dans laquelle les individus porteurs
d’un nouvel all¢le rare ont un avantage sélectif, car les agents pathogenes n'ont pas évolué de
fagon a échapper a leur surveillance (Clarke & Kirby 1966). Bien que la superdominance et la
sélection négative fréquence-dépendante soient les modes de sélection les plus souvent
proposés pour le CMH, il en existe d'autres. Par exemple, Jensen et al. (2008) ont mis en

¢vidence une sélection fluctuante aux geénes du TAP (Transporteur associé a la maturation
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antigénique) chez des populations de truite Salmo trutta au Danemark. La sélection fluctuante
se produit quand un environnement hétérogene génere la sélection de différents all¢les dans le
temps et/ou dans l'espace (Hedrick 2002). La sélection fluctuante pourrait intervenir si un
agent pathogene évolue rapidement, ou si différentes souches apparaissent dans différentes
populations. La sélection directionnelle peut également s’appliquer au CMH. Dans ce cas, la
propagation d'un allele avantageux (i.e. sélection positive) devrait conduire a une perte de
variabilité génétique. De méme, la sélection contre les alleles déléteres (i.e. sélection négative
ou purifiante) devrait aussi conduire a une perte de diversité. La sélection directionnelle
semble plus probable quand un agent pathogéne unique impose une proportion importante de
la sélection sur une espece hote particuliere (Teacher et al. 2009).

En outre, les préférences d’accouplement hétérogame au CMH (Penn 2002), ainsi que la
sélection prénatale chez les mammiféres (Ober 1999) contribuent & maintenir des niveaux
extrémes de polymorphisme. Grice a ces mécanismes, la diversité au CMH est souvent
¢levée, méme chez les especes ou populations ou les marqueurs neutres indiquent une perte de
variation génétique due a la dérive génétique (Aguilar et al. 2004; Van Oosterhout et al.

2006).

En raison de leur importance dans 1'immunité et la valeur adaptative (i.e. fitness), les génes
du CMH font partie des régions du génome les plus étudiées chez les vertébrés (Horton et al.
2004). Cependant des recherches se sont portées principalement sur les mammiferes (Kundu
& Faulkes 2004; Wan et al. 2006), les oiseaux (Aguilar et al. 2005) et les poissons (Aguilar &
Garza 2006). Chez les amphibiens, les études ont depuis longtemps mis l'accent sur des
especes modeles : Les xénopes (Kaufman e al. 1985; Ohta et al. 2000) et les ambystomes
(Bos & DeWoody 2005; Laurens et al. 2001; Sammut et al. 1999; Sammut et al. 1997). De
trés récentes études de génétiques des populations (Babik e al. 2009; Babik et al. 2008; Bos
et al. 2008; Hauswaldt et al. 2007; Teacher et al. 2009) mettent en évidence le réle du CMH
dans 1’évolution des populations naturelles. En particulier, les amphibiens sont les vertébrés
les plus menacés (Beebee & Griffiths 2005) et sont gravement affectés par les pathogénes
transportés par les espéces exotiques (Picco & Collins 2008). Les changements climatiques
aggravent ce risque en favorisant les maladies infectieuses (Pounds et al. 2006). Egalement
menacées par la destruction et la fragmentation de leur habitat (Cushman 2006), les
populations d’amphibiens patissent de la réduction des tailles efficaces. Parce que les petites
populations sont en général essentiellement influencées par la dérive génétique, il devient

intéressant d’étudier les potentialités de sélection chez ces types d'organismes (Lande 1988).
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L'isolement des populations (conséquences de la philopatrie et de capacité de dispersion
limitées) offrent des opportunités pour 1’adaptation. Par conséquent, il est intéressant de tester

le lien entre les flux de genes et de I'adaptation dans ce phylum.

Le triton palmé Lissotriton helveticus (Razoumowsky 1789) est une espéce largement
distribuée en Europe occidentale et est localement abondante. Trés ubiquiste, il se reproduit
dans une large gamme de milieux d’eau stagnante et parfois courante, incluant fossés, mares,
étangs, marais, canaux, mares de pature ou de terre agricole, mares de foréts, de lande et
méme dans les lacs de montagne et les milieux cotiers (Denoél & Ficetola 2008; Denoél &
Lehmann 2006; Duguet & Melki 2003; Jakob et al. 2003; Thorn & Raffaelli 2001). Comme la
majorité des amphibiens, il passe une grande partie du reste de 1'année en milieu terrestre,
dans des prairies, des bois ou des landes (Denoél & Ficetola 2008; Duguet & Melki 2003). La
diversité des paysages qu’il occupe l'expose a une diversité d'agents pathogénes. Le triton
palmé s'hybride parfois avec le triton ponctué Lissotriton vulgaris (Linnaeus 1758)
I’introgression entre les deux especes a €té détectée en utilisant des allozymes (Arntzen et al.

1998) et des microsatellites (CHAPITRE III).

Nous avons étudié ici les potentialités de sélection dans les populations naturelles de
tritons palmés a un géne du CMH de classe II. Nous nous sommes intéressés a la variabilité
du second exon du CMH de classe II (que nous appellerons par la suite CMH-DAB) qui code
pour la synthése des acides aminés impliqués dans la présentation antigénique. Cette région
est la plus polymorphe du CMH de classe II (Babik 2008; 2009). II est nécessaire avant tout
d’étudier les potentialités d'introgression avec le triton ponctué. Les objectifs de cette étude
¢taient (ia) de comparer la diversité et la structure au locus CMH-DAB avec celles aux locus
microsatellites (i.e. locus neutres) dans les populations naturelles de tritons palmés et (ib)
d’identifier les potentialités de sélection. Cette étude est encore en cours puisque le
séquencgage des alleles n’est pas achevé. Nous présentons dans ce chapitre les résultats

préliminaires obtenus avec I’étude des fréquences alléliques.
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Matériel et méthodes

Echantillonnage

Les individus utilisés dans cette étude sous un sous-échantillonnage de ceux génotypés
précédemment avec les microsatellites (CHAPITRE III et IV). Nous avons analysé 21 sites de
prélevement de tritons palmés (8 échantillonnés en Pays-de-Loire et 13 échantillonnés ailleurs
en Europe) et quatre sites de tritons ponctués (2 échantillonnés en Pays-de-Loire et 2
¢chantillonnés ailleurs en Europe) (figure V.1). Les effectifs utilisés sont indiqués dans le
tableau V.1. Les procédés d’échantillonnage, d’extraction d’ADN et de génotypage des

microsatellites ont été précédemment détaillés (CHAPITRE II et III).

uAm
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Figure V.1 Localisation des sites échantillonnés de tritons palmés (ronds blancs) et tritons ponctués
(triangles noirs) en Pays-de-Loire et en Europe.
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Analyses génétiques

Nous avons testé toutes les paires d’amorces développées pour amplifier un gene de
I’exon 2 du CMH de classe II (que nous appellerons par la suite CMH-DAB) pour le triton
alpestre Mesotriton alpestris (Babik et al. 2008). TrCMHII1F et TrTCMHII1R (séquences) ont
été sélectionnées car elles amplifiaient toutes les especes de tritons testés. Les séquences ont
¢té amplifiées sur les individus échantillonnés de tritons palmés et ponctués selon Babik ef al.
(2008) a une température d’hybridation de 58°C.

Le polymorphisme de conformation simple brin a été¢ mis en évidence par électrophorese
capillaire non dénaturante (SSCP) avec amorces fluorescentes. Deux microlitres du produit
de PCR dilué 20 fois ont été mélangés avec 0,2 mL de marqueur de taille GeneScan Liz 500
(ABI), 0,2 mL d'hydroxyde de sodium 3N et 8,7 mL de formamide, dénaturés a 95° C pendant
3 min, refroidis sur la glace pendant 2 min et séparés sur séquenceur capillaire ABI Prism
3100. Nous avons utilisé le polymére non dénaturant GeneScan (ABI) a 5% avec 10% (w/v)
de glycérol et un tampon électrophorétique 1X avec EDTA (ABI). Les échantillons ont été
injectés pendant 15 s. L’¢lectrophorése a été réalisée a 15 kV et 20° C. Le logiciel
GeneMapper 3.7 (ABI) a été utilisé pour la lecture des haplotypes. Tous les all¢les différents
ont été séquencés. Pour les alleles qui ne se retrouvaient qu'a 1'état hétérozygote, les deux
alleles ont été séparés sur un gel non dénaturant de polyacrylamide puis révélés au nitrate
d’argent selon les mémes procédures que pour la migration et la révélation de I’ADN
mitochondrial (cf. CHAPITRE II). Le séquengage a ensuite été effectué¢ a la plate-forme de
séquence OUEST-génopole de la faculté de médecine de Nantes en utilisant un séquenceur

capillaire ABI 3130 (Applied Biosystems).

Analyses du polymorphisme au locus du CMH-DAB

Les séquences des alleles identifiés ont été corrigées sous BioEdit (Hall 1999). Elles ont
ensuite ¢été alignées par la procédure ClustalW (Thompson et al. 1994) avec des séquences
d’urodeles disponibles sur la banque mondiale de séquences génétiques NCBI (Mesotriton
alpestris EUS12175, EUS512177, EU512209 a EUS12211, EUS12213 ; Triturus cristatus
FJ448022 a FJ448026, FJ448028 ; Ambystoma mexicanum FEF585228 a EF585232;
Ambystoma tigrinum DQO071905, DQO071911, DQO071912, DQI125478 a DQ125480).
L’alignement a ensuite été¢ importé¢ sous PAUP* 4.10 (Swofford 1998) pour analyses

phylogénétiques suivant la méthode de maximum de vraisemblance apres test du modele sous
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Modeltest (Posada & Crandall 1998). La robustesse des nceuds a été testée par bootstrap (100

répétitions).

Cependant, le séquengage n’a pu étre réalisé que sur six individus homozygotes choisis
dans un premier test pour identification du locus amplifié. Les autres haplotypes identifiés par
SSCP n’ont pu pour D'instant é&tre séquencés. Ainsi les analyses de polymorphisme
moléculaire n’ont donc pas été possibles au moment de la rédaction du présent manuscrit. Un
séquencage est en cours actuellement ce qui devrait permettre une analyse plus approfondie
de la variation moléculaire a ce locus. Les prochaines analyses ne sont donc basées que sur les

variations de fréquences alléliques des haplotypes identifi¢s par SSCP.

Les hétérozygoties observées et attendues des alléles identifiés par SSCP ainsi que les
écarts a I’équilibre de Hardy-Weinberg ont été analysés en utilisant le logiciel GENETIX v
4.05.2 (Belkhir et al. 2004). La significativité des estimateurs /~ de Fis (Weir & Cockerham
1984) a été testée en utilisant la procédure de permutation des alleles a l'intérieur de chaque
population a 1’aide du logiciel GENETIX (1000 permutations). La richesse allélique Rs, qui
permet les comparaisons lorsque les tailles de populations varient, a été calculée en utilisant
FSTAT (Goudet 2001).

La structure génétique de population a été estimée, d’une part sur I’ensemble de la zone
¢tudiée, et d’autre part site par site, a ’aide de I’estimateur 6 du Fsr (Weir & Cockerham
1984) et a été testée par permutation globale des individus a ’aide du logiciel GENETIX (1000
permutations). Une analyse factorielle a été réalisée sur GENETIX. L’isolement par la distance
¢été testé par le test de Mantel (1967) implémenté par XLSTAT v 4.03 (Addinsoft 2009) apres
1000 permutations aléatoires de 1’ordre des populations dans la matrice génétique (é’ /1- é) ou

géographique (Ingisance). Une analyse factorielle a été réalisée sur GENETIX. L’illustration des

fréquences alléliques par site a été réalisée sous GSTUDIO (http://dyerlab.bio.vcu.edu).
Pour tester la neutralit¢ multiallélique au locus du CMH-DAB, le test de Raufaste-
Bonhomme, tel que décrit dans Arnaud-Haond et al. (2003) a été utilisé grace au programme

NEUTRALLELIX (http://www.genetix.univ-montp2.fr/neutrality.htm). Ce test est basé sur la

comparaison de deux estimateurs du Fst : le éWC de Weir et Cockerham (1984) et le é’RH de

Robertson et Hill (1984). Cette comparaison est résumée dans le parametre A = éWC - éRH. En
effet, la sélection a un locus est censée modifier la distribution de ses all¢les par rapport a un

attendu neutre (Raufaste & Bonhomme 2000). Or les deux estimateurs du Fst ne pondérent
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pas les alleles rares de la méme manicre. Ainsi la différence entre ces deux estimateurs est-
elle censée s’¢loigner de ’attendu neutre en cas de sélection. La distribution de A est simulée
sous un modele de pas japonais. Mille simulations ont été effectuées.

Afin d’identifier le type de sélection au locus du CMH-DAB, I’approche utilisée est celle
proposée  par  Beaumont et  Nichols (1996) implémentée dans  FDIST2

(http://www.rubic.rdg.ac.uk/~mab/software.html). Chacune des 20 000 simulations incluait 38

individus par population, 21 populations, 7 locus et un Fgt attendu de 0,131. Cette méthode
met en évidence la sélection équilibrante ou directionnelle selon la présence d’outliers
possédant des valeurs de Fsr respectivement plus faibles ou plus fortes qu’attendues en
controlant par I’hétérozygotie.

Le programme GESTE (Foll & Gaggiotti 2006) a été utilisé pour identifier les facteurs
environnementaux influengant potentiellement la structure génétique des populations. Ce
programme utilise une méthode Bayésienne pour évaluer I’effet des facteurs biotiques et
abiotiques (distances géographiques, occupation du sol, inondabilité, altitude) sur la structure

génétique des populations.
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Résultats

Phylogénie des séquences de CMH-DAB

L’analyse des modeles de substitution nucléotidique au sein des séquences de 1’exon 2
d’un geéne codant pour le CMH classe II a permis de retenir le mod¢ele de Felsenstein (1981)
avec distribution gamma de parametre £ = 0,444. La reconstruction phylogénétique par
maximum de vraisemblance avec 100 rééchantillonnages par bootstrap est illustrée en figure
V.2. Les séquences issues du triton palmé (Aml, Chl et Ch31) ne forment pas un groupe
monophylétique, pas plus que celles provenant des Ambystoma. Les valeurs de bootstrap aux

nceuds comportant les séquences de tritons palmés sont toujours tres faibles.
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Figure V.2 : Arbre de maximum de vraisemblance de I’exon 2 du géne condant pour le CMH classe II
chez les urodéles. Les valeurs de bootstrap indiquées aux nceuds ont été réalisées a partir de 100
rééchantillonnages.
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Diversité au locus du CMH-DAB

Sur les 521 individus de tritons palmés Lissotriton helveticus échantillonnés dans les 21
populations, 29 alleles différents ont été détectés au locus du deuxiéme exon du CMH de
classe II (CMH-DAB). Trente-trois alleles ont été détectés sur les 94 individus de tritons
ponctués échantillonnés sur les quatre populations (deux populations en Pays-de-Loire, une en
Suede, une en Slovénie). Néanmoins, aucun alléle n’a été trouvé en commun entre les deux

especes.

Chez le triton palmé, la richesse allélique est environ de six alleles par population (écart-
type = 2) (tableau V.1). Un déficit en hétérozygotes a été détecté (Hp = 0,21 en moyenne ;
¢cart-type = 0,63) pour les 21 populations qui s’écartent toutes de 1’équilibre de Hardy-
Weinberg.

Tableau V.1 Taille de 1'échantillon (/V), hétérozygoties observées et attendues (Hg, Hp), estimation de
Pécart a Hardy-Weinberg (Fis) et richesse allélique (Rs) pour le locus du CMH-DAB de classe II dans les
populations de tritons palmés (L/) et ponctués (Lv). Dans la derniére colonne, les valeurs moyennes
calculées pour les six locus microsatellites sont présentées pour les mémes individus.

CMH Microsatellites
Pop Location sp N Ho Hg f Ry Ho Hg f Rs  Echantillonneur
6  St-Maurille Lh 16 0,06 044 086 57 039 065 041 3,7 JohanetA.
21 le Loroux Botreau Lh 26 0,15 034 0,56 4,3 0,38 0,67 0,44 4,1 JohanetA.
25  Ste-Christine Lh 25 0,16 0,55 0,72 64 0,37 0,64 0,43 4,1 JohanetA.

30 St-Florent-le-Vieil Lh 21 0,05 0,64 093 40 038 0,65 043 4,6 JohanetA.
32  St-Laurent-des-Autels Lh 29 0,07 0,50 0,86 4,0 0,40 0,67 040 4,4 JohanetA.

33 Liré Lh 27 0,00 0,38 1,00 3,5 046 0,71 036 4,4 LemaireC.

42  Varennes-sur-Loire Lh 21 0,10 0,57 0,84 54 034 0,73 0,55 4,6 JohanetA.
Am Pas-de-Calais Lh 23 022 0,70 0,70 5,7 043 0,62 0,30 3,6 ArntzenP.

Ar  Ardennes Lh 25 040 0,83 0,53 83 0,34 056 0,40 3,7 PatrelleC.

Bai Oise Lh 26 0,12 0,69 084 44 023 049 0,54 3,3 GrossiordF.
Ch Chateauneuf Lh 27 0,11 0,53 0,79 4,5 027 0,50 047 3,5 MiaudC.

Cra Crach Lh 20 025 0,72 0,66 6,8 028 0,53 048 3,8 HenrioD.
Dom Dombes Lh 35 0,14 0,52 0,73 49 0,34 0,61 044 3,3 JolyP.

Gir Dordogne Lh 28 0,18 0,57 0,69 50 032 0,63 0,50 3,3 Monguillon A.
Lor Loraine Lh 21 0,57 0,73 0222 9,1 043 0,57 026 4,3 OgerF.

M Milly Lh 30 0,20 0,61 0,68 59 030 0,59 0,50 3,1 Secondil.

Off Sussex Lh 16 0,25 0,65 0,63 5,7 037 0,58 039 3,3 BeebeeT.J.C.
Or Mayenne Lh 24 025 0,78 0,68 7,0 035 0,70 0,51 4,3 JohanetA.
Que Causses du Quercy Lh 26 0,15 0,54 0,72 4,6 0,29 0,62 0,54 3,7 MartyP.

Tra Tramaldn. Spain Lh 30 0,13 038 0,65 4,6 0,24 0,54 0,57 3,3 Diego-RasillaF.J.
Yeu Iled'Yeu Lh 25 0,40 0,775 047 53 030 0,65 0,56 3,0 ZannettyG.

6  St-Maurille Lv 14 036 0,87 0,60 9,0 0,27 0,56 0,52 4,2 JohanetA.

33 Liré Lv 22 0,68 085 020 9,7 0,17 0,61 0,73 4,1 LemaireC.
Nor Norway Lv 31 0,16 0,62 0,74 56 024 049 0,53 3,3 SkeilK.

Slo Sloveny Lv 27 0,15 090 0,84 11,7 0,28 0,57 0,53 4,8 Luznik M.
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Au niveau de laire de répartition, le locus du CMH-DAB est aussi polymorphe que les
locus microsatellites les plus polymorphes, contrairement & un niveau plus régional (figure
V.3 a et b). L’hétérozygotie observée est toujours plus basse au locus du CMH-DAB qu’aux

locus microsatellites quelque soit 1’échelle étudiée (figure V.3 c et d).
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Figure V.3 Richesse allélique et hétérozygoties observées aux locus CMH-DAB et microsatellites sur la
totalité des sites en Europe (a et c) et sur les sites ligériens (b et d).
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Structure génétique au locus du CMH-DAB

L’analyse factorielle des correspondances (AFC) regroupe d’une part les populations du
sud de I’aire de répartition (en bleu turquoise sur la figure V.4) et d’autre part les populations

les plus nordiques (en rouge). La population insulaire de I’ile d’Yeu (orange) se retrouve seule

au centre de ’AFC.
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Figure V.4 Analyse factorielle des correspondances sur le locus CMH-DAB (les diamants représentent la
position des quatre alléles majoritaires décrits plus bas) et cartographie des sites selon les couleurs

utilisées dans PAFC.

La répartition des fréquences alléliques est illustrée dans la figure V.5. Quatre all¢les sont
majoritairement représentés : I’allele 100 (rouge sur le graphique) et 1’allele 125 (rose foncé)
caractérisent plutdt les populations du Nord de ’aire de répartition. L’allele 110 (bleu
turquoise) est plutot retrouvé dans les populations du Sud. L’allele 101 (orange) est

faiblement représenté sur 1’aire de répartition, a part dans la population insulaire de I’ile

d’Yeu ou il atteint 26%.
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P

Figure V.5 Fréquences des 29 alléles au locus du CMH-DAB par population de tritons palmés.
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Les estimations de Fgsr par paires de sites sont représentées dans le tableau V.2. Elles
varient de -0,03 a 0,08 en Pays-de-loire et jusqu’a 0,49 dans le reste de I’aire de répartition.
65% des valeurs entre sites montrent une différenciation significative. Globalement, le CMH-
DAB montre plus de structure a I’échelle de I’aire de répartition (é = 0,18) qu’avec les locus
neutres (figure V.6 a). Au contraire, a 1’échelle régionale (figure V.6 b) la structure au locus
CMH-DAB est plus faible (é = 0,01) que celle calculée sur I’ensemble des locus
microsatellites. Tout comme avec les marqueurs microsatellites, la structure au locus CMH-
DAB répond a un modele d’isolement par la distance a 1’échelle de ’aire de répartition (Test
de Mantel Z = 589,65, p=0,005) (figure V.6 c). Cependant contrairement a ce qu’on observe

aux locus microsatellites, une telle relation n’est pas détectable a 1’échelle régionale (Test de

Mantel Z = 1,464, p = 0,909).
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Figure V.6 Structure globale de population a I’échelle de I’aire de répartition (a) et a ’échelle des Pays-de-
Loire (b) au locus du CMH-DAB, sur ’ensemble des locus microsatellites et par locus microsatellite.
L’estimation de l'intervalle de confiance a 95% a été réalisée par 1000 bootstraps sur les locus pour
Pestimation du Fgr global, et par Jackknife sur les populations pour les estimations de Fsr par locus. (¢)
Représentation de la distance génétique aux locus microsatellites (ronds bleus) et CMH-DAB (ronds
rouges) en fonction de la distance géographique.
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CHAPITRE V — FLUX DE GENES ET ADAPTATIONS

Détection de la sélection au locus du CMH-DAB

La structure au locus du deuxiéme exon du CMH de classe II ne suit pas celle aux locus
microsatellites (figure V.7). Il n’y a pas de corrélation entre structure génétique aux locus

microsatellites et au locus CMH-DAB (Test de Mantel, Z = 13,26, p = 0,260), indiquant en

premiere instance que ces locus ne sont sans doute pas soumis aux mémes forces évolutives.

Figure V.7 Corrélation entre distance génétique mesurée au locus du CMH-DAB et aux locus
microsatellites.

Le test de neutralité¢ effectué sur NEUTRALLELIX indique que le locus CMH-DAB est
potentiellement sous sélection a I’échelle de 1’aire de répartition (A = 0,161, p = 0,000).
L’hypothése de neutralité ne peut cependant pas étre rejetée pour expliquer la variabilité du
CMH-DAB a un niveau régional (A = 0,002, p = 0,335 sur les huit populations des Pays-de-
Loire). Le test de Beaumont et Nichols (1996) réalisé sur FDIST2 indique que le locus du
CMH-DAB est rejeté de 1’enveloppe a 95% de la distribution neutre des Fsr, suggérant une
sélection positive a ce locus (p = 1,00) a I’échelle de I’aire de répartition (figure V.8).
Néanmoins lorsque I’analyse est réalisée sur les huit populations des Pays-de-Loire,
I’estimation du Fst au locus du CMH-DAB est comprise dans la distribution des Fst neutres,

tout comme cingq microsatellites sur les six.
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Figure V.8 Distribution des estimateurs de Fsy en fonction des hétérozygoties intra-population pour les six
marqueurs microsatellites et le marqueur du CMH-DAB. L’enveloppe correspond aux valeurs attendues
sous I’hypothése de neutralité dans un modéle en stepwise construit selon la méthode de Beaumont et
Nichols (1996), avec un intervalle de confiance de 95%.

Les facteurs environnementaux pris en compte ne semblent pas expliquer directement ou
indirectement la variabilité génétique au locus du CMH-DAB a 1’échelle des Pays-de-Loire
(GESTE, p = 0,262 pour le modele présentant la plus grande probabilité). Néanmoins, une
corrélation négative a ¢été¢ mise en évidence entre le pourcentage d’occupation du sol par les
prairies et la diversité génétique au locus du CMH-DAB (r = -0,761, p = 0,0284),
contrairement a ce qui est observé aux locus microsatellites (corrélation positive, » = 0,716, p
= 0,046) (figure V.9). De fagon cohérente, une relation négative est suggérée entre le
pourcentage d’occupation du sol par les boisements et la diversité génétique au locus du
CMH-DAB (r = 0,665, p = 0,0720), contrairement a ce qui est observé aux locus

microsatellites (corrélation négative, » = -0,670, p = 0,069).
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Figure V.9 Diversité génétique au locus du CMH-DAB (en rouge) et aux locus microsatellites (en bleu) en
fonction (a) du pourcentage de prairie et (b) du pourcentage de forét dans un rayon de 400 m autour de la

mare. La droite indique une corrélation significative.
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Discussion

Le complexe majeur d’histocompatibilité représente le meilleur systeme chez les vertébrés
pour étudier comment la sélection naturelle génére 1’adaptation locale face a ’action de la
migration et de la dérive génétique (Bernatchez & Landry 2003). Nos résultats préliminaires
montrent que le deuxieme exon du CMH de classe II (CMH-DAB) chez les tritons palmés est
caractérisé par une hétérozygotie modérée (Ho = 0,21 en moyenne; écart-type = 0,63), une
richesse allélique importante avec quelques alléles majoritaires probablement maintenus par

sélection positive.

Phylogénie des séquences de CMH-DAB et potentialités
d’introgression avec le triton ponctué

La phylogénie présentée en figure V.2 indique que le gene de I’exon 2 du CMH de classe
II chez le triton palmé ne représente pas une unité monophylétique. C’est aussi visiblement le
cas chez les tritons alpestres et les salamandres. Le tri incomplet des lignées est une
caractéristique communément observée aux différents locus du CMH (Bernatchez & Landry
2003). Ceci est une conséquence de la sélection équilibrante qui contrecarre les effets de la
dérive. Ainsi le polymorphisme ancestral est-il en grande partie conservé ce qui a pour
tendance d’augmenter les temps de coalescence (Fan ez al. 1989; Figueroa ef al. 1988; Lawlor

et al. 1988; Mayer et al. 1988; Orr 2005).

Sur les 62 alleles détectés chez les 521 tritons palmés et 94 tritons ponctués (29 et 33
alleles respectivement), aucun n’a été retrouvé en commun chez les deux especes. Au
contraire, au niveau des six marqueurs microsatellites, 35% des all¢les étaient partagés entre
les deux especes. La divergence adaptative face a un flux de geénes interspécifique a été¢ mise
en évidence chez différentes espeéces (Coluzzi 1982; Noor et al. 2001; Rieseberg 2001). Les
genes de spéciation évoluent généralement rapidement, et souvent par sélection darwinienne
positive (Orr 2005). Ce locus immunitaire semble donc agir comme un géne verrou dans le
maintien de I’isolement reproducteur entre tritons palmés et ponctués. Nous ne pouvons
néanmoins conclure de fagon certaine sans ’analyse des séquences alléliques. La création de
coalescent permettra par exemple la recherche d’une rétention de polymorphisme ancestral

(Fan et al. 1989; Figueroa et al. 1988; Lawlor ef al. 1988; Mayer ef al. 1988).
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Une sélection positive a I’échelle européenne

A D’échelle de ’aire de répartition, vingt-neuf alleles ont été détectés au locus étudié.
Cette forte variabilité contraste avec celle observée aux locus microsatellites et dans d’autres
parties du génome (e.g. ADN mitochondrial, nombreux génes candidats testés). La plupart des
¢tudes menées sur le CMH montrent une grande variabilité en dépit de faible variation
génétique dans d’autres parties du génome, indiquant une rétention sélective de variabilité a
ce locus (Aguilar et al. 2004; Jarvi et al. 2004).. Une grande variabilité¢ au locus du CMH
procure un avantage direct en permettant 1'identification d'un plus grand nombre d'antigenes,
et ainsi permettre a l'organisme de faire face a un plus large éventail d'agents pathogeénes. La
plupart des alleles (25/29) sont cependant rares et sont retrouvés a des fréquences tres faibles
(< 5%). Plus de la moiti¢ d’entre eux sont des alleles privés (i.e. échantillonnés dans un seul
site). Les quatre alléles majoritaires se distribuent géographiquement de fagon distincte
entre le Sud (allele 110) et le Nord de 1’aire de répartition (alleles 100 et/ou 125). La
population de I’ile d’Yeu est caractérisée par la présence de I’allele 101 (26% de la richesse
allélique). Les différenciations entre populations sont beaucoup plus fortes au locus du CMH
par rapport aux locus neutres (microsatellites). Muirhead (2001) propose que de fortes valeurs
de Fst au CMH sont atteintes si les populations ont des pressions sélectives
environnementales différentes. La présence de groupes d’alléles localement favorisés et ayant
un succes moindre dans d’autres environnements suggere la présence d’adaptations locales
(Aguilar & Garza 2006; Ekblom et al. 2007; Landry & Bernatchez 2001). En complément des
résultats de NEUTRALLELIX, I’analyse réalisée sur FDIST2 indique, malgré le faible nombre de
marqueurs impliqués, une sélection directionnelle positive. Comme cela a été observé dans
notre étude, la sélection directionnelle tend a réduire la diversité génétique a I’intérieur des
populations et a accroitre la différenciation entre populations. Au contraire, les modeles de
sélection équilibrante, plus souvent rencontrés pour décrire la variation au CMH (pour une
revue voir Piertney & Oliver 2006), prédisent que les génotypes hétérozygotes sont plus
adaptés que les génotypes homozygotes compte tenu du fait que deux variants alléliques vont
identifier une gamme plus large de pathogenes (Doherty & Zinkernagel 1975). Dans notre
étude, toutes les populations montrent un déficit significatif en hétérozygotes, avec une
contribution importante de chacun des quatre alleles majoritaires (selon la région
géographique) au Fis. Cela renforcerait 1’idée d’une sélection dirigée sur un all¢le (voire deux
pour les populations septentrionales) certainement liée a la localisation géographique de ces

populations. Cependant, il existe peut-étre une autre explication aux déficits en hétérozygotes
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observés dans chacun des sites. Nous ne pouvons pas exclure la présence d’all¢les nuls dans
notre jeu de données. En effet, de par sa fonction, I’exon 2 du MHC de classe II est tres
variable. Il se peut donc que nous n’ayons pas amplifié I’ensemble des all¢les présents a ce
locus, méme si le polymorphisme en termes de nombre d’alléles est déja trés important (29
alleles chez les tritons palmés et 33 chez les tritons ponctués). Par exemple Babik ef al. (2008,
2009) ainsi que Teacher et al. (2009) utilisent plusieurs combinaisons d’amorces afin
d’amplifier tous les alleles de certains génes du MHC de classe II et classe I respectivement,
chez des amphibiens. La mise en place d’une telle stratégie permettrait peut-étre de diminuer
les déficits en hétérozygotes

De nombreuses études génétiques menées chez divers organismes ont mis en évidence la
relation entre un haplotype ou un groupement d’haplotypes et la résistance a un
pathogéne précis, que ce soit pour le CMH de classe I (Kaufman & Wallny 1996; Miller et
al. 2004) ou de classe II (Babik et al. 2005b; Harf & Sommer 2005; Hill 1998; Hill et al.
1991). Par exemple, chez la grenouille rousse Rana temporaria, certains supertypes de CMH
de Classe I sont associés a la résistance a I’infection virale provoquée par le Ranavirus
(Teacher et al. 2009). Paterson (1998) et Langefors ef al. (2001) ont mis en évidence que dans
le cas des moutons de Soay et des saumons atlantiques respectivement, la survie est davantage
liée a la présence d’alléles particuliers qu’a I’hétérozygotie au locus considéré.

Les populations naturelles de tritons sont exposées a une diversité¢ de pathogenes
extracellulaires tels que des bactéries, des champignons, des parasites (protozoaires,
helminthes, annélides, arthropodes) (Duellman & Trueb 1994). La charge parasitaire
(morphotypes, especes ou communautés), directement ou indirectement liée au climat
(température et photopériode) est susceptible de varier géographiquement. Ceci pourrait
expliquer la sélection d’alleles spécifiques d’une part dans le sud de 1’aire de répartition et,
d’autre part, dans le nord de I’aire de répartition. La présence de 1’allele 101 en fréquence
importante dans la population insulaire de I’ille d’Yeu peut s’expliquer par sélection
directionnelle due a la présence de pathogénes particuliers en contexte insulaire ou
simplement par dérive génétique. La répartition plus équilibrée des fréquences alléliques
dans cette population peut indiquer une plus grande diversité en parasites dans cette mare
insulaire (Wegner et al. 2003).

Les études menées sur d’autres urodeles indiquent que la sélection joue un réle important
dans le maintien de la diversité au deuxiéme exon du CMH de classe II (DAB), méme si la
dérive génétique est aussi présente. Ainsi, dans les populations de tritons alpestres Mesotriton

alpestris des aires d’expansion post-glaciales un polymorphisme important a été retrouvé (37
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alleles sur 149 individus échantillonnés dans sept populations), témoignant d’un événement
encore récent de sélection positive (Babik ef al. 2008). Une récente ¢tude menée chez
I’axolotl Ambystoma mexicanum, une espece a répartition géographique restreinte et
longtemps présumée immunodéficiente, a mis en évidence une forte variation allélique a ce
méme locus et une sélection positive historique (Richman e al. 2007). Un signal de sélection
positive et une grande variabilité ont aussi été détectés chez des populations de tritons crétés

triturus cristatus situés dans d’anciens refuges glaciaires (Babik ez al. 2009).

Variation au locus du CMH-DAB a I’échelle régionale

A T’échelle régionale, il n’y a pas d’évidence de sélection d’apres les résultats obtenus
par NEUTRALLELIX et FDIST2. L’absence de différence dans le degré de structure entre le
deuxieme exon du CMH de classe II et les marqueurs microsatellites suggere que la dérive
génétique ct le flux de génes sont les facteurs prédominants a cette échelle déterminant la
différenciation de chaque classe de marqueur. De nombreux exemples de corrélation entre
variation neutre et au CMH indiquent que la dérive génétique affecte de facon conséquente la
variation au locus CMH, au moins a de petites échelles (Boyce et al. 1997; Campos et al.
2006; Hedrick ef al. 2001; Landry & Bernatchez 2001; Seddon & Ellegren 2004).

Il existe néanmoins une corrélation entre le niveau d’hétérozygotie et le type de paysage.
Plus le contexte paysager est boisé, plus le locus montre d’hétérozygotie. Cela suggererait que

les espéces sont confrontées a davantage de pathogénes en milieu forestier.

Conclusion

La diversité au locus du complexe majeur d’histocompatibilité serait donc fagonnée par
des forces sélectives a 1’échelle européenne et stochastiques a I’échelle régionale. La sélection
directionnelle opérant a I’échelle de 1’aire de répartition pourrait étre corrélée a la présence de
pathogene(s) caractéristique(s) des populations méridionales d’une part, et septentrionales
d’autre part. L’influence du changement climatique sur le risque d’émergence de maladies
vectorielles, en particulier, est devenue un théme préoccupant. On peut supposer que le
réchauffement climatique aura des répercussions sur la distribution latitudinale et altitudinale
des vecteurs (De Toni ef al. 2009; Dobson 2009; Patz et al. 1996; Tylianakis et al. 2008) et

donc sur la rapidité de I’émergence d’adaptations locales.
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Les travaux réalisés durant cette thése ont permis d’estimer le flux de geénes
interspécifique neutre et sous sélection sur une large zone de sympatrie et de mieux définir les
barrieres d’isolement reproducteur chez deux taxons s’introgressant occasionnellement dans
un contexte de fort chevauchement écologique et géographique. L’analyse de la structure
génétique neutre a I’échelle de 1’aire de répartition d’une des deux especes a permis de
comprendre comment la sélection opérait a un locus du complexe majeur
d’histocompatibilité. En focalisant sur une échelle régionale, nous avons pu étudier
I’influence d’éléments paysagers sur la structure des populations d’une espece commune et

ubiquiste.

Flux de genes interspécifiques : hybridation et
isolement reproducteur chez deux espéces

largement sympatriques

Les zones hybrides représentent des systeémes naturels dans lesquels la spéciation est
potentiellement incompléte, ce qui permet des études génétiques, ¢Ecologiques et
comportementales détaillées des mécanismes évolutifs importants dans les processus de
spéciation. Alors que I’hybridation a longtemps été étudiée dans des zones de tension (Barton
& Hewitt 1985) ou en mosaique (Harrison 1986; Howard 1986), peu d’études ont abordé le
cas des especes montrant un large chevauchement géographique et écologique. Dans ce
systéme, il est attendu que I’hybridation soit peu fréquente et que des barriéres reproductives
soient assez fortes pour maintenir 1’intégrité des especes.

Nous avons observé que I’hybridation et I’introgression entre tritons palmés et ponctués,
étaient manifestes a plusieurs endroits de leur aire de répartition. Ainsi, sur 1’analyse
génétique des sites échantillonnés en Europe, 1,7 % des individus ont une origine hybride et
73 % des sites syntopiques témoignent d’un flux de genes significatif entre les deux espéces.
Ces résultats posent la question de I’efficacité des barricres au flux génique interspécifique et

de leur persistance a I’échelle évolutive.
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Les barrieres prézygotiques et [l'influence de
I'environnement

Comme nous I’avons vu précédemment (CHAPITRE I), les barrieres écologiques (Griffiths
1986; 1987), temporelles (Chadwick et al. 2006; Smith 1969) et mécaniques (Halliday 1977)
chez ces deux especes largement sympatriques sont pratiquement inexistantes.

Halliday (1972) et Wambreuse (1984) suggéraient que les différences dans la parade des
males des deux especes participent a I’isolement reproducteur. Roberts (1990) avait conclu,
par des tests comportementaux sur quelques individus, que le choix d’un partenaire
conspécifique n’était pas systématique ; ni les femelles ni les males de tritons ponctués
n’étaient visuellement attirés par le partenaire conspécifique. Dans notre étude
comportementale (ARTICLE 4), nous avons mis en évidence que les femelles des deux especes
et les males palmés choisissaient en moyenne le partenaire conspécifique plutét que
I’hétérospécifique. Néanmoins ce choix n’est pas systématique lorsque les femelles palmées
ont seulement acces a I’information chimique. Aucune préférence n’a été notée chez le male
de triton ponctué. Ainsi, lorsque ces espéces ont accés aux deux signaux informatifs (i.e.
visuel et chimique) la reconnaissance spécifique est sans doute efficace. Méme si elle ne
I’est pas (au moins en condition expérimentale) pour les males de tritons ponctués, au moins
I’est-elle pour la femelle conspécifique qui, au final, accepte ou non de s’impliquer jusqu’au
bout de la parade et de prélever le spermatophore de son partenaire. Néanmoins, lorsque la
qualité d’un des deux signaux est entravée, nous pouvons nous demander dans quelle mesure
le choix de partenaire conspécifique est assuré. Comme nous 1’avons vu dans le CHAPITRE I,
I’environnement joue un réle direct ou indirect dans la qualité de la transmission du signal.
Ainsi, dans les eaux turbides d’une vallée alluviale, on peut s’attendre a ce que les sédiments
fluviaux diminuent la visibilité, augmentant donc le risque d’accouplement hétérospécifique
(Bradbury & Verhencamp 1998; Seehausen ef al. 1997). En outre, Wambreuse (1984)
concluait que, pour les deux especes, les femelles paradent préférentiellement avec les males
dont les caractéres sexuels secondaires sont les plus développés. Précisément, ces males
sont optiquement trés distincts. Secondi et al. (2007) ont montré que les caracteres sexuels
secondaires régressaient dans les eaux turbides. La probabilit¢ d’accouplement
hétérospécifique pourrait donc varier avec les caractéristiques visuelles du milieu aquatique.

Les tests de préférence sexuelle montrent que les femelles utilisent largement les
contrastes de taille entre males (ARTICLE 4). Cette considération suggere que le risque

d’hybridation varie géographiquement selon le ratio de taille entre tritons palmés et ponctués.
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Les amphibiens en particulier possédent une grande plasticité phénotypique (Alvarez &
Nicieza 2002; Beebee 1983; Miaud et al. 2001; Van Buskirk & Schmidt 2000). A ce titre,
nous avons observé que la taille des individus de tritons palmés est positivement corrélée au
couvert forestier (ARTICLE 3). Chez le triton ponctué, Sotiropoulos et al. (2008b) ont mis en
évidence en Greéce un fort polymorphisme phénotypique corrélé a la fois aux facteurs
climatique et d’habitat. De plus, dans des environnements a variabilité chaotique, comme le
sont les wvallées alluviales, certains amphibiens montrent une certaine plasticité
développementale (Laurila & Kujasalo 1999). La reconnaissance spécifique par les femelles
dépend donc des facteurs complexes jouant directement ou indirectement sur la taille des
individus et I’expression des caracteres sexuels d’une population syntopique.

Dans ’ARTICLE 2, nous mettons en évidence une corrélation négative entre sex-ratio et
flux de geénes interspécifique dans les populations naturelles. Plus les males sont rares, plus le
flux de geénes est élevé (ou inversement, voir plus bas). La rareté d’un partenaire sexuel
explique les occasions d’accouplement hétérospécifique (Wirtz 1999). Le sex-ratio en vallée
de la Loire est particulierement biaisé et contribue sans doute a amplifier cette observation.
Un biais de sex-ratio dans certaines populations de tritons s’explique souvent par une moins
bonne survie des males (Bell 1977). Dans un contexte syntopique, la compétition est
probablement accrue et 1’intensité des parades pourrait augmenter le risque de prédation des
males.

La fréquence d’accouplements hétérospécifiques liée a la rareté d’un partenaire
conspécifique s’explique aussi par un biais d’abondance spécifique (Hubbs 1955; Randler
2002; Secondi et al. 2006). Dans les mares syntopiques de la vallée de la Loire, les tritons
palmés étaient bien souvent en exceés par rapport aux ponctués (en moyenne six fois plus
nombreux et seules deux mares syntopiques sur les 16 présentaient une abondance relative de
ponctués). Le taux d’hybridation dans cette partie de 1’aire de répartition (2,4 %) était
similaire a celui retrouvé ailleurs. Néanmoins, 1’échantillonnage trop partiel a 1’échelle de
I’aire de répartition ne nous permet pas vraiment de comparer rigoureusement le taux

d’hybridation dans la zone de la Loire avec les autres régions.

Les barriéres postzygotiques

Les croisements expérimentaux effectués par Spurway & Callan (1960) ont indiqué,
comme pour beaucoup d’amphibiens (voir CHAPITRE I), qu’il y avait peu de sélection

endogéne. Selon les croisements expérimentaux, 67 a 87 % des hybrides étaient viables.
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L’existence de 25 individus classés comme hybrides d’aprés les méthodes bayésiennes
indiquent que les hybrides sont aussi viables in situ. Les techniques bayésiennes ne nous
permettent pas vraiment de conclure sur la classe hybride de ces individus. Néanmoins aucun
individu n’est hétérozygote a tous les locus diagnostics, indiquant qu’il ne s’agit pas
d’hybrides de premicre génération (F;) mais plutoét d’individus issus de rétrocroisements. Le
flux de genes interspécifique mesuré dans 16 mares syntopiques sur les 22 indique aussi que
les hybrides peuvent se reproduire en milieu naturel. Cela suggere qu’ils peuvent eux aussi
étre « choisis » par un parent pur (ou un hybride). En effet, dans un systéme ou la production
d’hybrides F; est rare, si une partie est viable et fertile, la probabilité de rétrocroisement
devient plus importante (Naisbit ez al. 2003). Les geénes introgressés au cours de ces
événements peuvent perdurer dans les génomes hétérospécifiques pendant plusieurs
générations. Ainsi, la présence de génomes introgressés dans nos échantillons peut étre
compatible avec de rares événements d’hybridations. Environ cinq fois plus de tritons
ponctués sont issus de rétrocroisements. Sachant que les capacités de discrimination des
males ponctués sont faibles (Roberts 1990 et notre ARTICLE 4), peut-&tre s’accouplent-ils de
facon indifférente avec les individus hybrides ou rétrocroisé€s dont le succes reproducteur est
peut-étre plus faible. L’intensité de sélection contre 1’hybridation différe généralement entre
especes (Pfennig & Simovich 2002). La contre sélection des hybrides est peut-étre moins
forte chez les tritons ponctués ; les hybrides ou rétrocroisements pouvant « profiter » d’alleles
du génome de triton palmé, au moins dans certaines conditions environnementales.

Dans I’ARTICLE 2, nous mettons en évidence une corrélation négative entre sex-ratio et
flux de geénes interspécifique dans les populations naturelles. Le biais de sex-ratio peut étre la
cause (voir plus haut) ou la conséquence de I’hybridation. Selon la loi de Haldane (1922),
lorsque dans la progéniture de deux espéces un sexe est absent, rare, ou stérile, il s’agit du
sexe hétérogamétique. Les males étant le sexe hétérogamétique chez les tritons (Hillis &
Green 1990), on s’attendrait, de facon cohérente avec ce résultat, a observer un sex-ratio
déséquilibré au détriment des males. Néanmoins, parmi les 25 individus il n’y a pas
significativement plus de femelles viables que de males. Etant donnée la taille de

I’échantillon, nous ne concluerons pas de fagon définitive sur cette hypothese.

Conséquences de I’hybridation

L’hybridation introgressive suggere souvent que les hybrides les plus adaptés conférent un

avantage sélectif a au moins un des deux parents, dans un environnement souvent particulier
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(Arnold & Hodges 1995; Parris 1999; Pfennig & Simovich 2002). L hybridation peut donc
représenter une force évolutive conséquente. Dans un contexte global de réchauffement
climatique et de perturbation de ses habitats de reproduction en vallée alluviale (i.e.
déconnexion et atterrissement des mares), nous pouvons imaginer qu’une espece
septentrionale telle que le triton ponctué, dont 1’aire de répartition se réduit au sud (Mourgaud
& Pailley 2005), « profite » des adaptations acquises par une espece a plus large amplitude.
Néanmoins, les taux d’hybridation seraient sans doute plus élevés que ceux observés. En
outre, I’introgression ne dépasse pas la limite du site syntopique. Aucun hybride (sauf un)
n’a été trouvé en allotopie et lorsque des flux de genes ont été détectés dans les populations,
cela ne concernait aucune population allotopique. La fréquence des événements d’hybridation
ne permet sans doute pas de compenser la perte de genes hétérospécifiques par dérive
génétique d’une population a I’autre (Petit & Excoffier 2009).

Rundle (2000) a montré que les populations évoluant indépendamment sous des
conditions écologiques similaires, comme c’est le cas des tritons palmés et ponctués
(Chadwick et al. 2006; Griffiths 1986; 1987) manquaient d’isolement reproducteur. Beaucoup
d’exemples montrent que 1’évolution de I’isolement reproducteur peut se faire malgré la
persistance d’un flux de geénes, méme longtemps apres la divergence (Mallet 2005).
L’isolement reproducteur entre tritons palmés et ponctués est une issue probable. Le
déplacement de caractere reproducteur mis en évidence a I’échelle de la vallée de la Loire

(ARTICLE 3) argumente en ce sens.

Perspectives dans I’étude de I’hybridation et de I'isolement

reproducteur

Améliorer la détection de I’hybridation

Les méthodes bayésiennes d’identification d’individus hybrides (NEWHYBRIDS,
STRUCTURE) requierent, dans 1’absolu, 1’utilisation de nombreux marqueurs génétiques, si
possible discriminants (V&hd & Primmer 2006). Une quinzaine de marqueurs
microsatellites supplémentaires aurait sans doute permis une meilleure détection des
individus hybrides, voire la détermination de leur classe (F;, F, ou rétrocroisements). Une
publication récente de Sotiropoulos et al. (2008a) fait état de huit nouveaux marqueurs

microsatellites polymorphes pour le triton ponctué grec Lissotriton vulgaris graecus. Cing
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microsatellites polymophes pour le triton palmé ont aussi été identifiés cette année (Gillian
Murraydickson, Université d’Aberdeen, communication personnelle), ce qui permettrait
d’augmenter la robustesse de 1’information apportée par les marqueurs et éventuellement
d’améliorer la discrimination entre les deux espéces et de maniere plus générale entre les
populations.

Les microsatellites, du fait de leur grande homoplasie ne représentent pas toujours de bons
marqueurs dans 1’étude de I’hybridation (d’autant plus s’ils sont trés polymorphes).
L’utilisation des SNP (Polymorphisme d’un Seul Nucléotide), dont la plupart se trouvent dans
les parties non codantes du génome (Tagu 2003), serait une méthode alternative pour la

détection d’hybridation (Andrew & Kohn 2009).

Séquencer le CMH et améliorer la couverture du génome

La perméabilité aux alleles hétérospécifiques varie selon les différentes portions du
génome (i.e. introgression différentielle). L’étude du flux de génes potentiellement sous
sélection au locus du complexe majeur d’histocompatibilité a révélé qu’aucun all¢le n’était
partagé entre les deux especes, alors que 35 % des alléles microsatellites étaient communs.
Ceci suggere que le géne de I’exon 2 du CMH de classe II agit comme un géne verrou de la
spéciation. A partir de 1’analyse des séquences, la réalisation d’une coalescence permettra
d’apporter davantage d’informations sur I’existence d’un polymorphisme ancestral (Figueroa
et al. 1988) et de dater la divergence a ce locus (Fan ef al. 1989; Lawlor ef al. 1988; Mayer et
al. 1988). Le ratio de temps de coalescence a I’intérieur des lignées par rapport a la longueur
des généalogies pourra étre quantifié et la significativité de sa déviation par rapport a la
distribution neutre sera testée par simulation (Richman 2000; Richman & Kohn 1999). Nous
pourrons tester 1’hypothése selon laquelle 1’acquisition de I’isolement reproducteur serait en
partie promue par la sélection aux locus immunitaires (Eizaguirre et al. 2009).

D’autres génes pourraient étre étudiés (par 1’utilisation de SNP par exemple, Fitzpatrick ef
al. 2009) afin de couvrir le génome a la recherche de régions présentant une diversité de
situations d’introgression allant de 1’isolement complet a un flux de génes apparemment non-
restreint. La comparaison des généalogies de polymorphismes codants et non-codants
permettra de tester les différentes hypotheses a la présence ou non de sélection a ces locus,
ainsi que d’éventuels effets d’autostop (Faure ef al. 2008). Par exemple, des alleles de tritons
palmés avantageux pour le ponctué pourraient peut-étre permettre d’expliquer I’asymétrie
d’introgression observée (Fitzpatrick et al. 2009; Parris et al. 1999; Pfennig & Simovich
2002).
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Envisager le réle du déplacement de caractére reproducteur dans le

renforcement

Le déplacement de caractére reproducteur détecté chez les femelles de tritons palmés
(ARTICLE 3) suggere une sélection pour le maintien des caractéristiques phénotypiques
spécifiques. Une dtude comportementale est nécessaire pour préciser son role dans le
renforcement de 1’isolement reproducteur. Dans un dispositif de choix en Y, nous pourrions
tester la préférence du male par rapport a des femelles de largeur de queue variable. Nous
pourrions aussi tester ’efficacité de discrimination du male par rapport a sa mare d’origine

(syntopie vs allotopie).

Analyser la valeur sélective des hybrides

Le croisement artificiel interspécifique pourrait permettre 1’estimation de la valeur
sélective des hybrides (viabilité et fertilité) et la réalisation d’expériences de choix sexuel.
Ainsi, la préférence pour le partenaire conspécifique pourrait étre testée par rapport a la
préférence pour 1’hétérospécifique, I’hybride F; voire les individus issus de rétrocroisements.
Il serait en effet intéressant de savoir si les hybrides F; croisés avec 1’espece L. vulgaris ont
une meilleure valeur sélective que ceux croisés avec L. helveticus. Ceci pourrait expliquer
I’asymétrie d’introgression observée en milieu naturel. Si on suppose que la valeur sélective
d’un hybride dépend de I’habitat, ces manipulations pourraient étre effectuées dans des
conditions environnementales variables (température, densité...). Le maintien d’une ou
plusieurs générations d’hybrides demandent néanmoins un grand investissement sur le long
terme ; un individu n’est sexuellement mature qu’a partir de deux a trois ans (Bell 1977;

Cogilniceanu & Miaud 2003; Guyetant ez al. 1991; Marnell 1998Db).

Conclusion

Ces ¢études montrent que I’isolement entre deux espéces a grand chevauchement
écologique et géographique n’est pas complet malgré un temps de divergence important (40
MA, Steinfartz et al. 2007). Dans les zones de contact bimodales, les mécanismes d’isolement
prézygotiques sont souvent plus importants que les mécanismes postzygotiques (Alexandrino
et al. 2005; Jiggins & Mallet 2000; Rubidge & Taylor 2004). Ainsi nous avons pu démontrer
que la reconnaissance spécifique des partenaires sexuels est sans doute la barriere qui

participe le plus a I’isolement reproducteur (en rouge hachuré sur la Figure VI.1) lorsque les
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signaux visuels et chimiques se completent. La viabilité de I’hybride et sa fertilité sont
confirmées par I’existence d’individus hybrides et/ou rétrocroisés et I’existence de flux de
genes interspécifiques dans certaines populations naturelles (vert clair sur la figure VI.1).
Nous suggérons que la loi de Haldane s’applique ici mais nous n’avons pas pu le démontrer
de facon définitive (hachuré vert). Des facteurs exogénes influencant le sex-ratio, le ratio de
taille ou la transmission du signal de reconnaissance spécifique pourraient affecter la
probabilité¢ de choisir un partenaire hétérospécifique chez ces tritons et donc la probabilité
d’hybridation. Cependant, ces introgressions ne semblent pas diffuser hors des sites
syntopiques. En effet, la fréquence trop faible des événements d’introgression ne permet
probablement pas I’observation d’alleles hétérospécifiques dans les régions allotopiques. En
effet, on peut supposer que la faible fraction de ces alleles arrivés par migration est facilement
éliminée par la dérive génétique (Petit & Excoffier 2009). Cette barriere démographique

permettrait le maintien de 1’intégrité des deux especes sur une large zone de sympatrie.

Dépendance du type de sélection a I’environnement

endogéne exogéne

) choix-du_.partenaire’:
= homogamie

=

o

o

>

N

k<

S

isolement gamétique :
fécondation préférentielle

non viabilité
écologique
des hybrides

non viabilité
hybride

Isolement reproducteur

Postzygotique

stérilité hybride

stérilité hybride comportementale

N4

Figure V1.1 Mécanismes d’isolement reproducteur, classés selon le moment de leur efficacité (avant ou
aprés la formation du zygote) et la nature des pressions sélectives (dépendante ou indépendante de
I’environnement) (d'aprés Bierne 2001). Les différences avec la Figure 1.15 du Chapitre I résident dans les
disques de couleur rouge (hachuré) indiquant une barriére perméable selon les conditions du milieu
(ARTICLE 4); vert clair indiquant des barriéres trés perméables, voire perméables selon les sexes
(hachuré) (ARTICLE 2). Les disques vert foncé indiquent toujours une absence évidente de barriére
(Chadwick et al. 2006; Griffiths 1986; 1987); blanc des barriéres non testées.
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Flux de genes interspécifiques: Flux de genes
neutres et sous sélection chez une espeéce

ubiquiste

Rappel des principaux résultats

Nous avons mis en évidence une structure en métapopulation chez le triton palmé en
Pays-de-Loire. L’isolement partiel des sites de reproduction, la petite taille de certaines
populations, leur connectivité par des individus dispersants occasionnels et leur probabilité
d’extinction/recolonisation sont en effet typiques d’une structure en métapopulation. Malgré
des prédictions sur les faibles capacités dispersives de 1’espece, la structure globale est faible
sur la zone d’étude (é = 0,027) par rapport aux valeurs de structure génétique souvent
reportées chez les amphibiens (Alexandrino ef al. 2000; Andersen ef al. 2004; Bradley
Shaffer et al. 2000; Cabe et al. 2007; Garcia-Paris et al. 2000; Hitchings & Beebee 1997;
Kraaijeveld-Smit ef al. 2005; Lampert et al. 2003; Larson et al. 1984; Monsen & Blouin
2003; Noél et al. 2007; Palo et al. 2004). La grande variabilité génétique a I’intérieur des
populations ne permet pas vraiment d’observer les éléments qui structureraient les
populations a cette échelle. L’effet des cours d’eau sur la structure est tres faible (0,8% de la
variabilité totale). L’homogénéisation génétique a cette échelle régionale pourrait s’expliquer
par le fait que I’espéce, trés ubiquiste, puisse profiter de divers sites aquatiques pour sa
dispersion. En particulier, en vallée alluviale, les sites aquatiques offrent de nombreux sites
de reproduction (mares) et corridors qui assurent la dispersion entre sites terrestre et aquatique

(fossés, microtalwegs humides...).

Chez cette espece ubiquiste et commune sur la zone d’étude, les tailles de populations
sont sans doute plus importantes que ce que 1’on pouvait présupposer, du fait de la
connexion des habitats aquatiques. Une grande taille efficace permet la fixation d’adaptations
locales si la variabilité génétique le permet. La diversité génétique trouvée dans les
populations de tritons palmés (0,47 a 0,71) est du méme ordre que celle reportée pour d’autres
amphibiens (0,31 a 0,77, cf. Newman & Squire 2001 et références dans l'article). Au niveau
de I’exon 2 du complexe majeur d’histocompatibilité¢ de classe II, nous avons détecté une

sélection diversifiante a I’échelle de I’aire de répartition qui s’explique probablement par

217



CHAPITRE VI — DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

des variations Nord-Sud de communautés de pathogeénes extracellulaires. Toutefois, nous
n’avons pas observé de signal de sélection a I’échelle régionale. La pression de sélection
que pourraient exercer les différents pathogeénes d’un habitat a 1’autre n’est apparemment pas
suffisante pour permettre 1’existence d’adaptations qui seraient imposées par la variabilité des
milieux.

Le déplacement de caractére reproducteur détecté dans certaines populations de tritons
palmés (ARTICLE 3) suggére, au contraire, que, dans les sites synotpiques, la contre-sélection
des hybrides est une force suffisamment importante pour permettre le maintien de cette
adaptation.

A Dinverse, dans les populations de petite taille efficace, 1’intensit¢ de la dérive
génétique aléatoire limite la possibilité de fixation des alleles par sélection naturelle (Kimura
1983). Pour la population Tpal 19 située dans la vallée de la Loire au Sud-Est de Nantes, la
taille efficace a été estimée a 25 individus (Intervalle de confiance a 95 % [17-43]). Dans cette
population, un goulet d’étranglement a ¢été¢ détecté, supposant une diminution importante des
effectifs suivie d’une recolonisation. McCauley (1988) a démontré qu’un type de
recolonisation par quelques individus d’une ou de quelques populations sources suite a des
extinctions locales favorise la différenciation génétique entre population par dérive. Dans
cette population en particulier, nous avons retrouvé de nombreux individus présentant des
inflammations (figure VI1.2). Sans pouvoir toutefois la tester, nous émettons 1’hypothése

qu’un manque de variabilité génétique suite au goulet d’étranglement ne permet pas

I’adaptation aux fluctuations de I’environnement (Fahrig 2002; Lindenmayer & Fischer

2006).
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Figure V1.2 quelques individus de la mare Tpal 19 présentant des inflammations.
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Perspectives dans I'étude de la génétique du paysage

Persévérer dans I'utilisation de marqueurs neutres

Bien que les marqueurs génétiques utilisés aient globalement montré les mémes patrons de
structure, beaucoup d’analyses (notamment les analyses bayésiennes) nécessitent 1’utilisation
d’un nombre important de marqueurs (England er al. 2006; Véhd & Primmer 20006).
L’utilisation des marqueurs microsatellites récemment développés (voir plus haut) pourrait
améliorer la qualité des analyses réalisées sur notre premier panel de marqueurs.

Pour résoudre le probleme de I’homoplasie des marqueurs microsatellites (ex : Anmarkrud
et al. 2008; Maes et al. 2006; O'Reilly et al. 2004), I'utilisation des SNP pourrait permettre de
fagon plus précise I’estimation de la structure de population (Coates er al. 2009), des
paramétres démographiques (Wakeley et al. 2001), des déséquilibres de liaison (Group 2001)
et améliorer la qualité des analyses bayésiennes pour inférer une structure de population (Liu

et al. 2005; voir cependant Rosenberg et al. 2003).

Approfondir les techniques d’analyse paysagére

Afin de perfectionner I’étude de génétique du paysage, une analyse plus fine de la
structure paysageére aurait pu étre prise en compte. La zone d’étude peut se résumer en une
matrice paysagere ou des taches d’habitats potentiellement favorables pour les amphibiens
telles que les foréts (Stevens et al. 2006b), prairies, mares (Rowe ef al. 2000) alternent avec
des taches d’habitat potentiellement défavorables tels que les batis (Hitchings & Beebee 1997,
Rowe et al. 2000), champs cultivés (Stevens et al. 2006b), routes, chemins de fer, fleuves et
estuaires (Rowe ef al. 2000). La topographie peut aussi jouer un rdle dans le sens de
dispersion (Lowe et al. 2008). Des méthodes d’analyses récentes utilisant les systémes
d’informations géographiques (SIG) permettent d’inclure 1’influence de nombreux parametres
écologiques et géographiques. Par exemple, certaines méthodes telles que celle implémentée
dans le logiciel PATHMATRIX (Ray 2005) permettent a partir de la création de cartes de
friction, la réalisation de matrices de distances géographiques efficaces entre échantillons.
Plusieurs cartes de friction sont réalisées en faisant varier des coefficients de friction selon les
¢léments du paysage (liés au colit énergétique et au risque de mortalité). A partir de chacune
de ces cartes, un algorithme du chemin de moindre cofit calcule une matrice de distance
géographique effective entre sites. Ces matrices peuvent ensuite étre comparées a la matrice

génétique selon un test de Mantel. Le meilleur modéle correspondra a celui pour lequel les
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coefficients de friction de la matrice se rapprochent le plus de la réalité. Ainsi, Stevens et al.
(2006b) ont paramétré leurs modeles en utilisant les résultats d’une étude comportementale
menée chez le crapaud calamite Bufo calamita, dont 1’efficacité des mouvements était
mesurée sur différents composants du paysage (foréts, cultures, patures, habitats du crapaud
calamite, routes). Ainsi, les modeles basés sur les chemins de moindre colt expliquaient

mieux la structure génétique que le modele basé sur les distances géographiques euclidiennes.

Néanmoins dans notre jeu de données, la différenciation globale observée sur I’aire
d’étude est tres faible (é = 0,027, p < 0,000). II est donc tres probable que les effets de ces
éléments paysagers disséminés sur la structure génétique du triton palmé soient noy€s par
I’effet de I’isolement par la distance. Toutefois, il peut étre intéressant d’utiliser des
marqueurs génétiques plus discriminants (ex : variation allélique au gene de 1'Adh en lien
avec le niveau d'oxygénation, Carter et al. 2000) pour étudier les adaptations locales en lien

avec la matrice paysagere et leur maintien face aux migrations via les corridors.

Perspectives dans I'étude de la sélection au CMH

Séquencer les différents alléles

A Tlaide des séquences nucléotidiques, il sera possible de réaliser la généalogie des
différents alleles de I’exon 2 du CMH classe II. Il serait intéressant de replacer cette
généalogie dans le contexte plus large des séquences obtenues sur les autres tritons. En effet,
nous n’avions pas de monophylie pour les séquences de tritons palmés. Ceci semble indiquer
une persistence importante des alléles présents dans cette espeéce. Nous pourrons tester les
hypothéses de sélection par l’estimation des ratios de substitutions non-synonymes et
substitutions synonymes (McDonald & Kreitman 1991). Les mutations synonymes ¢étant
essentiellement neutres car elles ne générent pas le changement d’acides aminés, le taux de
mutations synonymes (Ks) équivaut au taux de mutation. Les mutations non synonymes (Ka)
qui résultent de la modification d’acides aminés sont plus susceptibles d’étre sous 1’effet de la
sélection. Donc, dans le cas ou les mutations sont délétéres, le ratio Ka/Ks est censé étre < 1
et refléter I’effet de la sélection purifiante. Au contraire, si les mutations non synonymes sont

maintenues dans les populations par sélection positive le ratio dn/ds est censé étre > 1.
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ANNEXE | — LA SQUELETTOCHRONOLOGIE

Dans 1’étude des populations de tritons de vallée alluviale, nous avons recouru a une
technique de détection de 1’age des individus. Nos objectifs étaient (i) d’évaluer la dynamique
source-puits des populations dans notre site d’étude. En comparant ces données avec les
mesures morphométriques effectuées sur chaque individu, (ii) nous pourrons déterminer si les
individus migrants ont une morphologie particuliere (Swihart ez al. 2003). En comparant avec
les données génétiques, (iii) nous pourrons estimer si les migrants correspondent a une
certaine tranche d’age (ex : juvéniles, Rothermel 2004). Nous chercherons aussi a savoir si
(iv) dans les environnements imprévisibles comme le sont les vallées alluviales, la
perturbation causée par les inondations induit la mortalité ou la dispersion des tritons vers le
plateau (Cogélniceanu & Miaud 2003). (v) La comparaison des mesures morphologiques avec
l'age des individus pourra éventuellement révéler que les sites alluviaux sont représentés par
des individus particulicrement petits (la croissance peut étre altérée par le caractére
imprévisible de 1’environnement) ou particuliérement grand (profitant de la richesse trophique

des milieux alluviaux régulierement régénérés par les sédiments du fleuve).

Chez les ectothermes, I’hypothese d’une croissance continue est a la base de nombreuses
méthodes d’estimation de [’age des différents individus d’une population. Chez les
amphibiens cependant, la relation entre la taille corporelle et 1’dge est beaucoup trop variable
pour que cette relation soit directement utilisée. En effet, la croissance et donc la taille des
individus sont fortement influencées par les conditions abiotiques (variables
environnementales) dans lesquelles 1’organisme se développe. Si on exclut le suivi
individuel dans la nature d’animaux marqués (méthode contraignante qui nécessite plusieurs
années avant d’avoir acces a la structure en adge de la population), la squelettochronologie
(terminologie dans Castanet ef al. 1977) constitue actuellement la seule méthode crédible de
détermination de I’age chez les amphibiens (Halliday & Verrel 1988). Cette technique est
basée sur le dénombrement des marques histologiques enregistrées dans les tissus
squelettiques en croissance. Dans 1’os, I’action de la couche la plus externe (périoste) entraine
une augmentation du diametre de la diaphyse (partie centrale d’un os) par dépdt de tissu
osseux nouveau (Francillon-Viellot 1987). Les lignes d’arrét de croissance (LAC) sont
associées a la période ou I’animal a un métabolisme réduit. Méme si le déterminisme de ces
LAC est génétique pour des animaux vivants dans le milieu naturel, le rythme endogene des

LAC apparait synchronisé avec le rythme des saisons (Castanet 1982; Castanet et al. 1977).
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L’inconvénient majeur de cette méthode réside dans la nécessité de prélever un os assez
gros et calcifié tel qu’un humérus ou un fémur ce qui impose le sacrifice des animaux.
Prélever un grand nombre d’individus d’une population pour en connaitre la structure d’age
n’est pas concevable dans le cas du suivi de la dynamique de cette population d’espece
protégée. Ce probléme peut étre résolu par [’'utilisation d’une pieéce osseuse dont le
prélévement n’implique pas la mort de 1’individu. L’ablation d’une phalange est apparemment
bien tolérée par les animaux (Miaud 1990). Le choix de cet os beaucoup plus petit que
I’humérus ou le fémur rend cependant plus difficile la tiche de préparation et de lecture des
coupes histologiques et sur la précision de la détermination des Aages individuels. Le
développement de I’utilisation de la squelettochronologie a partir de phalange a permis de
connaitre les structures d’age dans des populations de différentes espéces d’urodeles telles
que le triton ponctué Lissotriton vulgaris (Cogalniceanu & Miaud 2003; Marnell 1998b), le
triton alpestre Mesotriton alpestris (Miaud 1990), le triton marbré Triturus marmoratus
(Jakob et al. 2002) , le triton crété Triturus cristatus (Miaud 1990), ou encore le triton crété
du Danube Triturus dobrogicus (Cogalniceanu & Miaud 2003). Bien que Miaud (1990)
signale les difficultés pour obtenir des sections interprétables au niveau des phalanges chez
Lissotriton helveticus, I’espéce la plus petite du genre, Guyetant ez al. (1990) sont parvenus a
des résultats corrects.

Nous avons testé la méthode squelettochronologique sur des phalanges de tritons palmés.
Nous avons utilis€¢ concomitamment des os longs (humérus, cubitus, fémur et tibia) (figure 1)
afin d’évaluer I’exactitude des lectures sur la phalange (Miaud 1990). Les animaux utilisés

correspondaient a des individus ayant trouvé la mort en captivité.

Fémur Tibia Humérus Cubitus Phalange

Figure 1 Os d’un triton utilisés pour la squelettochronologie

Méthode de la coloration

Les os ont été décalcifiés dans une solution aqueuse constituée de 10% d’acide formique
et de 4% de formaline (décontamination d’éventuelles bactéries). La décalcification permettait

d’éviter des différences de résistance lors de la coupe des pieces osseuses. Les os ont été
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maintenus dans cette solution durant une nuit sous agitation constante a température
ambiante. IIs ont ensuite été¢ rincés a 1’eau pendant une dizaine de minutes puis conservés
dans de I’eau distillée avant d’étre coupés. Apres inclusion, plusieurs coupes ont été réalisées
de différentes épaisseurs (de 8 um a 15 um) a I’aide d’un microcryotome (Cryostat Leica
CM3050S) a -45°C. Les préparations ont ensuite été colorées sous la loupe binoculaire. Deux
colorants ont été testés : I’hématoxyline d’Ehrlich et le crésyl violet (0,05%). L hématoxyline
d’Ehrlich a été rincée a I’eau distillée apres 30 secondes ; le crésyl violet a, quant a lui, été
rincé apres trois minutes. Le rincage a été effectu¢ de la méme manicre que la mise en contact
des préparations avec le colorant. Les lames ont ensuite ¢été débarrassées de 1’eau par
absorption de meches de papier absorbant. La préparation a finalement été fixée par
application d’une solution de montage et d’'une lamelle. Les lames ont été visualisées par
microscopie optique. La lecture des lignes d’arrét de croissance a été exploitable sur les os les
plus ossifiés : le tibia et I’humérus (figure 2). Les meilleurs résultats ont été obtenus sur des
coupes de doigts décalcifiés colorées au crésyl violet. Au contraire, 1’observation des lignes
d’arrét de croissance sur les os spongieux que sont les fémurs, cubitus et phalange (figure 2) a

¢été beaucoup plus délicate, confirmant les conclusions dressées par Miaud (1990).

Figure 2 Coupes colorées au crésyl violet d’un tibia (a), d’un humérus (b) et d’une phalange (c) décalcifiés
d’un méme individu de triton palmé, observées au microscope optique. Grace a la lecture des LAC sur les
coupes de tibia et d’humérus, nous estimons 1’Age de ’individu a 5 ans. Seuls trois LAC sont discernables
sur la coupe transversale de phalange.
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Méthode de la microscopie électronique a balayage

La résolution de la méthode de squelettochronologie a ét¢ modernisée grace a 1’utilisation
de la microscopie électronique a balayage (utilisées depuis longtemps sur les otolithes de
poissons, Panfili 1992). Des essais ont été effectués grace a I’aide de Robert Filmon et Sonia
Georgault du service commun d’imagerie et d’analyse microscopiques (SCIAM) de la Faculté
de médecine d’Angers.

Les phalanges conservées dans une solution de glutaraldéhyde dans du tampon de
phosphate ont été fixées au tétroxyde d'osmium 2% pendant 2 h puis rincées trois fois a 1’eau
déminéralisée pendant 10 min. La déshydratation a été effectuée par des bains d’éthanol de
degré croissant (20 min a 50°, 20 min a 70°, 20 min a 95° puis 3 fois 20 min a 100°) puis dans
deux bains successifs d’une solution d’oxyde de propyléne pendant 15 min. Un résidu
synthétique, I’épon, a été rajouté et I’incubation a duré 18 h. Le lendemain, la préparation a
¢été plongée 4 h dans 1’épon avant d’étre incluse dans un moule. Des cycles d’incubations de
24 h a37°C, 24 h a 45°C et 48 h a 60°C ont permis la polymérisation. Des coupes ultrafines
(50 nm) effectuées avec un ultramicrotome (REICHERT) ont été montées sur des grilles de
cuivre pour ’observation grace a un microscope électronique a balayage (6301F, JEOL).

L’observation par microscopie électronique a balayage (6301F, JEOL) n’a apporté aucune

résolution supplémentaire (figure 3).

Figure 3 Coupe de phalange d’un triton palmé observée au microscope électronique a balayage. Trois
lignes d’arrét de croissance sont difficilement discernables.

A P’heure actuelle, les différentes méthodes ne permettent pas d’avoir accés a 1’age des
individus sans I’utilisation d’os longs tels que le tibia ou ’humérus et donc le sacrifice de

I’animal. Nous n’avons malheureusement pas donné suite a ce travail.
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Résumé : Les modalités de flux de geénes a différentes échelles taxonomiques et spatiales représentent une
des questions-clé en biologie évolutive. En effet, 1’analyse des flux géniques entre espéces ou entre
populations permet de mieux comprendre la mise en place des barriéres intrinséques mais également
environnementales responsables de la divergence ou de la différenciation entre groupes. Nous avons étudié
les barrieres au flux de geénes a 1’échelle macro- et microévolutive chez deux espéces d’amphibiens : le
triton palmé Lissotriton helveticus et le triton ponctué L. vulgaris. Les amphibiens sont en effet un objet de
choix a la fois pour I’étude des mécanismes de spéciation et de différenciation neutre ou adaptative.

Premierement, nous avons étudié ici I’introgression et le maintien de 'intégrité de ces deux especes
largement sympatriques. Malgré un taux d’hybridation faible, la majorité des populations témoignent
d’événements d’introgression. Nous avons mis en évidence un déplacement de caractére reproducteur et
démontré que la reconnaissance des partenaires sexuels est sans doute la barriere qui participe le plus a
I’isolement reproducteur. Des facteurs exogenes influengant le sex-ratio, le ratio de taille ou la
transmission du signal de reconnaissance spécifique pourraient cependant affecter la probabilité de choisir
un partenaire hétérospécifique et donc la probabilité d’hybridation. Toutefois, la fréquence des événements
d’hybridation ne permet sans doute pas de compenser la perte de génes hétérospécifiques par dérive
génétique d’une population a I’autre.

Deuxiemement, a I’échelle intraspécifique, I’étude de la structure des populations du triton palmé a
permis de mettre en évidence une différenciation globale faible aux locus microsatellites mais significative
sur une région fortement drainée : la vallée de la Loire. Cette structure en métapopulation est fagonnée par
certains éléments paysagers jouant le role de barriére (cours d’eau) ou de corridor de dispersion (vallée
alluviale). La structure et la variabilit¢ des populations influencent directement les potentialités
d’adaptation locale. Pour étudier les potentialités d’adaptation chez le triton palmé, nous avons étudié le
polymorphisme a I’exon 2 d’un géne du CMH classe II. L’analyse du flux de genes a I’échelle régionale
n’a pas permis la détection d’un signal de sélection a ce locus. Cependant, a 1’échelle européenne, une
sélection positive a ce locus indique fortement que des communautés de pathogénes différentes structurent
les populations méridionales, d’une part, et septentrionales, d’autre part, de I’aire de répartition.

Mots-clé : Lissotriton helveticus, Lissotriton vulgaris, hybridation, isolement reproducteur, génétique du
paysage, complexe majeur d’histocompatibilité, adaptation

Gene flow at the intra- and interspecific level in floodplain species: the case of palmate and smooth
newts in the Loire valley.

Abstract: Patterns of gene flow at different spatial and taxonomic scales represent a key question in
evolutionary biology. Analysis of gene flow between species or populations provides a better
understanding of the development of intrinsic and environmental barriers which are responsible for
divergence or differentiation between groups. We studied barriers to gene flow at the inter- and
intraspecific levels in two amphibian species: the palmate newt Lissotriton helveticus and the smooth newt
L. vulgaris.

First, we studied introgression and maintenance of integrity in these two broadly sympatric species.
Despite a low hybridization rate, most populations show introgression events. We highlighted a
reproductive character displacement and showed that specific recognition is probably the most powerful
reason for reproductive isolation. However, exogenous factors influencing sex-ratio, ratio of size or signal
transmission for specific recognition may improve mismating and thus the likelihood of hybridization. Yet,
the frequency of hybridization events probably does not compensate for the loss of heterospecific genes by
genetic drift from one population to another.

Secondly, at the intraspecific level, the study of polymorphism variation on the palmate newts in the
Loire valley highlighted a low but significant structure at microsatellite locus. This metapopulation
structure is shaped by some landscape features acting as barriers (rivers) or dispersal corridor (floodplain).
Population structure and variability directly affect the potential for local adaptation. We studied in these
populations the polymorphism at second exon of MHC class II. Analysis of gene flow at regional level did
not detect a signal of selection. However, at the European level, positive selection at this locus strongly
indicates that different pathogenic communities structure southern range populations from northern ones.

Keywords: Lissotriton helveticus, Lissotriton vulgaris, hybridization, reproductive isolation, landscape
genetics, major histocompatibility complex, adaptation




