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celle « a priori » déterminée selon ITS2

Tableau 3.8:Origine des échantillons utilisés par les difféesnéquipes ayant développés et utilisés les
microsatellites chez les grenouilles vertes Eurnpés.
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Table 4.1:Crosses made with different taxa. Progeny withgR&hd (RRg) genotypes are ridibunduswith
oneridibundusgenome of sexual origirP( ridibundu3 and one from clonal origithybrid P. kl. esculentuor
P. kl. grafi). Those with (RgP) are hybrids withrigibundusgenome from a hybrié. kl. grafi and a perezi
genome fronP. perezi



Table 4.2 Results of the paired comparison of body maswde tadpoles of the different taxa (Kruskal-Wallis
test). Values correspond to Mann-Whitney pairwigeparisons, Bonferroni corrected (values in bofgetare
significant).

Table 4.3 Results of the paired comparison of time to metgrosis between tadpoles of the different taxa
(Kruskal-Wallis test). Values correspond to Mannitiéy pairwise comparisons, Bonferroni correctealfes
in bold type are significant).

Chapitre 5 |

Tableau 5.1 paramétres relevés pour I'analyse de I'habijaadéique des grenouilles vertes.

Tableau 5.2 Matrice de corrélation pour les paramétres thabitat (test de Spearman). Les cases jaunes
indiquent les corrélations significatives.

Tableau 5.3 Résultats des comparaisons des différents parmesnén fonction les deux types d’habitat forestier
et prairiaux (tests de Wilcoxon Mann et Whitneygslchiffres en gras sont significatifs.

Tableau 5.4 Effectifs (Eff) et fréquences (Fréq) des taxanidfiés par ITS2 classés par sites d’études.

Tableau 5.5 Matrice de corrélation entre les variables «ralamces en grenouilles vertes » et les 10 variables
de I'habitat a I'échelle globale. Les cases jawmrsespondent aux corrélations significatives.

Tableau 5.6 Matrice de corrélation entre les variables «ralamces en grenouilles vertes » et les 10 variables
de I'habitat centrée sur les amphibiens, a I'éehd# I’Argonne ardennaise (a), puis de I'Anjou (s cases
jaunes correspondent aux corrélations significative

Tableau 5.7 Résultats des tests de comparaison des 3 wesiamrphologiques entre les grenouilles forestieres
et prairiales.

Chapitre 6

Table 6.1:Results of the Wilcoxon Mann-Whitney test for teargture effect of all tadpoles according to their
habitat of origin with mass at metamorphosis (Masg&) time to metamorphosis (Time).

Table 6.2 Results of Kruskal-Wallis test for Habitat’s drigeffect of all tadpoles for mass at metamorphosis
(Mass) and time to metamorphosis (Time).
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Glossaire

Biodiversité

La biodiversité a été définiers de la Convention sur la Diversité Biologique a
Rio de Janeiro le 5 juin 1992. Il s’agit de la adilité des organismes vivants

de toute origine y compris, entre autres, les é&tesyes terrestres, maring

des écosystemes ».

Cliguet de Muller

et
autres écosystemes aquatiques et les complexegiepas dont ils font partie ;
cela comprend la diversité au sein des espéceastret @spéces ainsi que celle

La sexualité est souvent génétiqguement tres coase®. En revanche, chez
une espéce sans reproduction sexuée, et doncesamshinaison, un gene muté

ne peut revenir a son état initial que par mutatéwerse de probabilité faible.

Si un chromosome est muté sur un locus particukeretour au chromosome
initial est donc exceptionnel. L'impossibilité dette restauration chez une

espéce asexuée est appelée cliquet de Mdiller étligar le retour est

impossible) (Miller, 1964). Avec un tel processus, les popatsi clonale

[y

accumulent les mutations déléteres, ce fardeautiggeépouvant induire une

baisse de la fitness, et mener a I'extinction.

Espéce

Mayr (1942) définit les espéces comme des « groupapables, ot
S

potentiellement capables, d’'inter-croisement etsquit reproductivement isolg

des autres groupes » (Mayr, 1942). Mais cette iiéfnne prend pas en compte

certaines situations telles les cas d’hybridatiéyissi, d'autres définitions plus
ouvertes ont été proposées, comme celle de Sha®98)Ifui présente une

définition faisant partie du concept phylogénétigigel’espece, selon laquelle
« I'espéce est définie comme un groupe de basgahi®mes dont les membres
sont plus proches entre eux gu’ils ne le sont dsubrganismes a I'extérieur du

groupe, et qui ne compte pas de sous-groupe ».

Evolution concertée
Il s’agit d’'un processus qui homogénéise les gaeneki-copies, tel qu'lTS2,

entrainant au fils du temps une trés faible vamatau sein des individus

(Nikoloudakis et al, 2008). L'évolution concertée est due a une caigar

génique faisant intervenir une recombinaison aénreimplacer une séquence

par une autre.

Fitness
La fitness est un concept utilisé largement parbiesogistes de I'évolution.
Plusieurs définitions ont été proposées: c'estal@wr sélective d’'un individl

ou, l'aptitude des especes a survivre dans leuremilau travers des

performances des individus mais également des itépate la descendanc
evoluer et s’adapter aux variations de I'environaetm(Blondel, 1993). Elle
peut aussi se définir comme le nombre des descendbBun individu qu

1%

atteignent la maturité sexuelle, ou comme la capaundividuelle a survivre et/a

produire des descendants = “lifetime reproductivaess” (Futuyma, 1998).

—

p_)/
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EIS (coefficient de consanguinité)

Il mesure I'écart a I'équilibre de Hardy-Weinbergiatérieur d’une sous-
population. Si les populations sont a I'équilibleraFIS = 0 .SiFIS est négatif
les sous populations présentent un exces d’hétgotizy UnFIS positif traduit
quant a lui un déficit en hétérozygotes.

EST

C’est la proportion de la variance génétique topaésente dans une sous-
population.FST mesure la réduction relative des hétérozygbéeayx
différences alléliques entre populations. C’esinglice de diversification des
populations compris entre 0 et 1 (0 pas de difiéetion, 1 forte
différenciation).

Heterosis
L’heterosis positive se manifeste lorsqu’'un hybridanifeste une supérior
par rapport aux deux especes parentales pour ansmnitrait (Manwelkt al,

1963). Due a un fort taux d’hétérozygotie, I'hylarisie caractérise par sa grande

vigueur et sa grande valence écologique, qui sapérgeures a celles d
especes parentales.

Hybride
Les hybrides résultent du croisement entre desviohad de deux espéc

différentes, donc génétiquement distincts, au daine zone d’hybridation (g

sympatrie) (Harrisson, 1990). Ces croisements smluysent lorsque le

barrieres d’isolement reproducteur (Coyne, Orr, 22080nt inexistantes (¢
inefficaces.

Introgression génétique
L’introgression génétique est le nom donné par Asmle et Hubricht (1938) &
processus conduisant a ce qu’une partie du génamerdlividu d'une espeg
integre le génome d’un individu d’'une autre espéCette incorporation @
genes d’'une espece dans le complexe génique diure @ produit a trave)
I'hybridation. Ce flux de genes interspécifique psurvenir dans certains c
lors de la gamétogenese chez un hybride, ou il pewbir des phénomenes
recombinaison génétiques, et passage de fragmeéABNdd'un génome
parental a l'autre. Ceux-ci ne sont alors pas ttepar les mécanismes
correction, et sont intégrés dans le génome deseddants (Griffithset al,
2000). Plusieurs géneérations d’introgression ré&pétéuvent aboutir a de
spéciation, cas souvent observé chez les plantesdlberg, Wendel, 1993).

Métapopulation

La métapopulation (au sens dynamique de popula@sb)un ensemble
populations de méme espece séparées dans 'esp@céntarconnectées (pl
ou moins fortement) par des flux d’individus qui emaintiennent l'unitg
génétique (Barault, 2003). Pour les Amphibiens, sitss aquatiques proch
peuvent constituer un ensemble de populations ifomTant en
métapopulations.
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Niche écologique

La niche écologique est définie par Grinnell (19¢dhhme étant I'ensemble des
conditions environnementales au sein de laquelewh espece peut survivre et

maintenir ses populations. Ce concept est enseiigfini par Hutchinsgn

(1957) comme un hypervolume ou chaque dimensidiesieace représente yne
ressource ou une condition (température, polludc), de I'environnement, en

relation avec l'aire de distribution de I'espece.

Population

La population représente un ensemble d'individus ldeméme espéece

interagissant entre eux dans un méme espace, netanpour la reproduction
(Barault, 2003). On considérera (de maniere singli8) que, pour les
Amphibiens, un site aquatique représente une pbpuala

Traits d’histoire de vie
Les traits d'histoire de vie d'une espece décrikemtode de vie d'une espece
son régime alimentaire, les caractéristiques demaduction, de sa dispersian
et autres aspects de sa biologie.

Zone hybride
Les zones hybrides sont caractérisées par deseg@dmétiquement distincts

d’individus qui se rencontrent, se reproduisentirdmt naissance a une
descendance générée par les deux parents (Harti886n

14
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17 Jun 1975

b

Figure 1.1: Photos aériennes montrant les modificationgpdgsages. a : Forét de Santa Cruz
en Bolivie en 1975, b : déforestation intensivepeafit des cultures en 2003, ¢ : Lac Chad au
Niger en 1972, d : assechement quasi-total dud&061 (Beckel, 1999).

Population humaine
|
Industrie Agriculture Commerce
Augmentation Cycle Changemenis Propagation
du CO, biogéochimigue d'usage des sols d'espéces exotiques
de l'azote

et R |

Changements —— Aliération

—» Dégradation — Invasions
climatiques

<«—— de la biodiversité «+— des milieux ~ <€——  biologigues

Figure 1.2 Schéma représentant les principaux changemeolisgiques induits par
I'activité humaine, modifié a partir de Vitousekadt (1997) (Barbault, Chevassus-au-louis,
2004).
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1.1. Le changement global

1.1.1. Une planéte en pleine mutation

Notre planéte est en évolution perpétuelle, majsudele vingtiéme siécle, cette
évolution s’est accélérée sous I'impulsion de I'moen(Barbault, Chevassus-au-louis, 2004).
Le concept de changement global est maintenant dmempris et accepté dans une large
mesure par les scientifiques, les organisatioris ptiblic informé. Il comprend a la fois les
changements a I'échelle de la biosphére (commédmgement climatique, I'élévation du
niveau de la mer) ainsi que des changements aatedles plus fines (pratiques agricoles,
occupation du sol). Ce changement global est deuaeyréoccupation mondiale depuis les
années 1970, suite a une prise de conscience da geil’homme dans la dynamique de la
biosphére, mais aussi de sa totale dépendancewsseke celle-ci (Barbault, Chevassus-au-
louis, 2004; FAO, 2008 ; UNEP, 2010; Vitousetkal, 1997).

Au début de I'histoire de la planéte, seules desek telles le climat, le vent, I'eau, le
feu, les éruptions volcaniques, I'impact de métearmient responsables de I'évolution des
ecosystemes. Désormais, ces forces naturelles tsgjaurs présentes, parfois méme de
maniere cycligue, mais sont surpassées par ceflegltant de I'activit¢ humaine : les
pressions anthropiques sont dorénavant directemnbreuses et en interaction (Barbault,
Chevassus-au-louis, 2004). Dans les sociétés atteids, I'urbanisation est sans doute I'un
des facteurs majeurs de la modification des écesyest. Ce n’est, pour I'essentiel, que la
conséquence des aménagements nécessaires aux sbeseéds par |'augmentation
démographique. En effet, la population mondial@abié durant les trente dernieres années,
dont 45% vit en zone urbaine (Beckel, 1999; UNHR2.

Face aux 6 milliards d’habitants et a la mondiélisade la culture depuis le vingtieme siecle,
de nombreux problemes se posent. La surexploitadiesm ressources naturelles (énergie
fossile) en fait partie, tout comme la question rétraitement des déchets (Casagrande,
Zaidman, 1999). Afin de subvenir aux besoins de,tées pratiques culturales et sylvicoles
ont rapidement évolué (Merriam, 1984; Saundarsl, 1991), et le pourcentage de terres
cultivées a travers le monde a augmenté de 466 t% &@00 et 1980 (Richards, 1990).

Corrélativement, le taux net de déforestatioréaeétimé a 9 millions d’hectares par an dans

18



Chapitre : : Introductior

Tableau 1.1 Evolution de I'occupation des terres végétabsdgans le monde et de la densité

humaine (McNeill, 2000).

Per cent of the Earth’s Vegetated Land Area

Year Forest and Human Population
Woodland Grassland Pasture Cropland (Billions)

8000 B.C. 51 49 0 0 0.005
1700 A.D. 47 47 4 2 0.6
1900 43 40 10 6 1.6
1920 43 38 12 7 1.9
1940 41 35 16 8 2.5
1960 40 31 20 9 3.0
1980 38 26 25 11 4.4
1990 36 27 26 11 5.3

1.0

0.9 —_

0s -

0.7 —_

0.6 —_

Proportion of CR/ENAL species

Figure 1.3: Proportion des espéeces menacées d’extinctiom $e$ différents groupes

taxonomiques (Viet al, 2009).
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les années 1990 (FAO, 2001) (Tableau 1.1). A ftitexemple, 46% de la forét tropicale
mondiale a été détruite dans les années 1970 (&tnd@unquist, 2001). De plus, le
développement de I'agriculture induit une forte skba des sols et une consommation
importante en eau douce. Les systemes hydrologspsprofondément modifiés a des fins
d’irrigation, et de nombreuses zones humides @spatu suite a des drainages, dont 50% en
30 ans en France (Bernard, 1994).

D’autres actions anthropiques affectent les écesyss$ : 1) l'altération progressive de la
couche d'ozone (due a la pollution atmosphériqueptrioue a l'augmentation des
rayonnements UV jusqu’a la surface de la terrequieest nocif pour les organismes ; 2)
I'introduction d’espéces exotiques envahissantes lpa main de I’homme(Barbault,
Chevassus-au-louis, 2004; Beebee, Griffiths, 26W0&etolaet al, 2007; Gallanet al, 2007)
affecte fortement la biodiversité ; 3) la surexf@dbon des ressources naturelles (énergie
fossile) est également invoquée ainsi que le I'aadation des déchets et leur retraitement
(Casagrande, Zaidman, 1999).

1.1.2. Conséguences sur la Biodiversité

Certains de ces changements induisent une proforatification des écosystéemes
dont nous dépendons, et constituent des risquesoenementaux de grande ampleur pour la
diversité biologique a I'échelle planétaire. Eneefla communauté scientifiques s’accorde a
dire que nous sommes actuellement au cceur d&%ar6se d’'extinction majeure des especes
(Barbault, Chevassus-au-louis, 2004; Kathal, 2004; Viéet al, 2009). Ce déclin mondial
est causé cette fois non pas par un bouleversegéettgique (volcanisme intensif, collision
avec une grande météorite...), comme dans les cagdméts, mais résulte de I'expansion
démographique de notre espéce aux fortes exigefregétiques et spatiales (Barbault,
Chevassus-au-louis, 2004). Parmi les 44 838 espdsesvées et incluses dans la liste rouge
de 'UICN de 2008, la moitié sont menacees d’exton; classées en danger ou vulnérables,
et 1,7% ont totalement disparu (\&€al, 2009). Tous les groupes sont touchés par caese cr
forte et rapide (Figure 1.3), dont 12% des oise@%% des mammiferes 32% des coraux,
23% des reptiles, ainsi que 43% dans amphibiemd, 3l sont menaceés d’extinction (Stuart
et al, 2004; Viéet al, 2009).
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Pollution
61%

Persecution
11% Natural disasters

Invasive species
1%

<1% o
(EW) Intrinsic factors
4%

Human disturbance

7%

Harvesting
Habitat loss
9%
7% Changes in native
species dynamics
I X vu Accidental mortality
EW NT T T T T T T T T
I CR LC 0 10 20 80 40 50 60
a EN DD b % of species

Figure 1.4: a : Proportion des vertébrés terrestres menasdes la classification de
'UICN ; b : Causes majeurs menacants ces vertélegoiseaux sont exclus de I'analyse)
(Viée et al, 2009). EX : extinction, EW : extinction dans k&ture, CR : en danger critique,

EN : en danger, VU : vulnérable, NT : quasi-mena€®; peu concerné, DD : pas de

données.

La perte et la fragmentation de I'habitat, conséges directs du changement global,
sont aujourd’hui une menace pour la biodiversittonaue par tous (Folest al, 2005), et
semblent contribuer largement a la sixieme crisgeana d’extinction des espéces (Wilcox,
Murphy, 1985) (Figure 1.4). La perte de I'habitamohue la quantité d’habitat, pouvant
induire une réduction de l'effectif de la populatioqui devient alors plus vulnérable aux
processus stochastiques environnementaux et dépmguas (Fahrig, 1997). La
fragmentation de I'habitat contribue a la ruptueesa continuité (Lord, Norton, 1990). Une
population isolée et de taille réduite peut aing affectée par la consanguinité, I'érosion et
la dérive génétique (Beebee, 2005; Keller, Walk®Q2; Marret al, 2006; Tallmonet al,
2004). Cependant, c’est plus généralement l'asociade ces deux processus qui est
préjudiciable (Fahrig, 2003).

Des études récentes suggérent que le réchauffexlanatique pourrait étre
finalement considéré comme la cause majeure dund@ehrmesan, 2006; Pounds al,

2006; Poundst al, 2007; Sinerveet al, 2010). Les parametres caractérisant les changemen
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climatiques tels les variations des températueeggyonnement solaire, les UV, I'’humidité, la
couverture nuageuse, les précipitations et la &#dge des évenements climatiques extrémes,
sont étroitement liés a la qualité et la perte’lagbitat (Araujoet al, 2006; D'Amen, Bombi,

2009) et a la crise d’extinction.

D’autres facteurs sont impliqués dans la perte iddiversité, comme la pollution
(Bridges, Semlitsch, 2000; Collins, Storfer, 200@&vidsonet al, 2002; Viéet al, 2009),
conséquence de la révolution industrielle et datdisification de [lagriculture. De
nombreuses molécules rejetées dans [I'environnensit classées comme CMR
(cancérigéne, mutagene, et reprothératogene) datsent des malformations, la stérilité et
des taux importants de mortalités. La sur-explioitatde nombreuses especes a des fins
alimentaires ou médicalegdNeveu, 2004), mais aussi l'introduction d’espeeastiques,
prédatrices et/ou compétitrices des especes aoteh{Beebee, Griffiths, 2005; D'Amoze
al., 2009; Ficetoleet al, 2007), et la propagation de maladies (Bradiewl, 2002; Miller,
Gray, 2009; Murrayet al, 2009; Voyleset al, 2009) sont aussi des menaces pour la

biodiversité .

1.2. Réponses des organismes face a ces modificaio

Ces nombreux changements exercent une pressioidémide sur les populations.
Face a ces modifications brutales de leur envinoreme, le devenir des organismes dépend de
leur capacité a répondre, c’'est-a-dire de leurtugdi & s'accommoder et a s’adapter a ces

changements, afin d’éviter I'extinction.

1.2.1. Les différentes réponses

Plusieurs types de réactions peuvent étre attesruéponse a ces modifications, dont
la gamme et 'amplitude différent selon les orgaras.
lIs peuvent migrer vers un habitat plus favoraldesque les corridors biologiques sont
présents (Araujaet al, 2006; Bancroftet al, 2008). Une étude qui a évalué les impacts du
réchauffement climatique et de la fragmentatiofiitdbitat sur plusieurs especes d’herbacées

forestieres observe un décalage de l'aire de bligian vers le Nord (Skov, Svenning, 2004)
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(Figure 1.5). Le méme genre d’observation a été nbez de nombreux organismes, tels les
|épidoptéres (Hillet al, 2002; Mikkola, 1997), les amphibiens (Araujo &t2006), et les

oiseaux (Thomas, Lennon, 1999).

Figure 1.5: a : Localisation actuelle des 26 especes d’'lvédmforestiéres (points), et les
migrations futures (fleches) suite au réchauffencéntatique ; b : corridors biologiques
potentiels pour la migration des aires de répartitiselon le modéle élaboré par (Skov,

Svenning, 2004)

Un décalage phénologique est aussi observé emsépaux modifications de leur
environnement, particulierement face au réchauffemelimatique. Plusieurs criteres
indiquent I'allongement de la saison de croissamggtative chez les plantes de 'hémisphere
Nord par exemple (Parmesan, 2006), comme le bonngsoent précoce des cerisiers du
Japon, ou encore les période de récolte de raasirisurope (Menzel, Dose, 2005y date
d’émergence des papillons étant fortement corréléetempératures, de nombreuses études
ont observé un décalage phénologique suite auxauéfement climatique (Roy, Sparks,
2000). Certains amphibiens sont capables de délealepériode de reproduction (Blaustein
et al, 2001; Carrollet al, 2009), comme la grenouill®ana sylvaticaqui face au
réchauffement climatique, parade et se reprodut tiit (Beebeet al, 2002; Gibbs, Breisch,
2001).

Face a des modifications de leur environnemengrdamde majorité des organismes
montrent une variation de leurs traits d’histoieevde. Des paramétres morphologiques tels
une taille réduite a la métamorphose, des variata®mla longueur des membres postérieurs
ont été observé chez les amphibiens (Blouin, Br&000; Brady, Griffiths, 2000; Negovetic

et al, 2001). En réponse au réchauffement climatique, mbrphotype réticulé est plus
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fréguemment observé que le linéaire chez le |éxampare (Figure 1.6) (Lepetz, 2009;
Lepetzet al, 2009).

Figure 1.6: Variation du pattern dorsal chez le |ézard \awan Morphotype linéaire a gauche,
réticulé a droite (Lepetz, 2009).

1.2.2. Les processus mis en place

La nature de ces réponses est différente. Certaioieisdues & des mécanismes de
plasticité phénotypique, tandis que d’autre sorgsda de I'évolution génétique et donc a de
'adaptation locale (Davigt al, 2005; Jump, Penuelas, 2005). Depuis quelqueseanné
I'origine de ses variations est devenue une quesintrale en écologie évolutive ainsi qu’en
génétique (Gotthard, Nylin, 1995). Cet intérét saduit par de nombreuses études
expérimentales et théoriques sur le sujet, sulange gamme de taxa et de traits, incluant les
caractéres morphologiques et d’histoire de vie ¢Ged al, 2005; Lind, Johansson, 2007,
Newman, 1992; Newman, 1988; Plem¢tal, 2000a; Sultan, 1996). Lorsque les variations
environnementales sont rapides et a court ternuds $&s organismes capables d’'une grande
plasticité phénotypique pourront survivre (Schespenal, ; Tully, Ferriére, 2008). En
revanche, a moyen et long terme, ils peuvent stadapu nouvel environnement par

microévolution.

1.2.2.a.La Plasticité phénotypique

La plasticité phénotypique est définie comme ltage d’'un organisme a réagir aux
ressources environnementales disponibles en chaindeaorme, d’état, de mouvement, ou
de taux d'activité (West-Eberhard, 2003). Cettestidété, appelée aussi acclimatation ou

accommodation, permet a un génome d’ajuster sis &raes conditions environnementales
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différentes (Sultan, 2000). En effet, c'est la aafgad’'un génotype a produire différents
phénotypes en réponse a un changement des cosditiwironnementales (Garland Jr, Kelly,
2006), qu'il s'agisse de paramétres abiotiquesdetsla pluie, la température, la lumiére ou
la disponibilité en nourriture, ou de parametraegtigues tels que la présence de compétiteurs
ou encore de prédateurs. C’est donc une variatiwa-individuelle sous l'influence a la fois
du génome et de I'environnement (Williams, 1992nsA elle permet une acclimatation plus
rapide et flexible aux changements environnementau I'adaptation génétique (Sultan,
2000). Une faible variabilité génétique entraine daible plasticité, car le génome sera en
mesure de produire peu de phénotypes (Chetial, 2010). La plasticité peut étre une
réponse active lorsque le changement de phénottgreua I'effet du niveau sub-optimal des
ressources, ou passive lorsque le changemenngsesient une fonction d’une réduction ou
d’'une augmentation des ressources (West-Eberh@fiB)2La plasticité permet souvent a
I'individu d’améliorer sa survie et/ou sa fithesand différentes conditions (Marshal al,
1986; Scheiner, 1993; Sultan, 1996; Sultan, 20013js pas toujours (définition de la
« plasticité a fithess neutre ») (Schlichting, Rigti, 1998). Cette réponse positive, est
souvent appelée « plasticité adaptative », néarsncogrtains auteurs préférant éviter toute
confusion avec « adaptation » au sens génétiquaedne utilisent plutdt I'expression
« plasticité bénéfique » (Gotthard, Nylin, 1995pu$ les organismes n’ont pas les mémes
sensibilités, ni la méme capacité d’acclimatatida,méme, un individu n’est pas toujours
apte a faire face a toutes les conditions enviroremales : la plasticité a donc des limites

(détection des modifications, fonctionnelles, daps).

Le concept de « norme de réaction » permet de neresti de visualiser la plasticité
(Gotthard, Nylin, 1995; Schmalhausen, 1949), et @¢ne définie comme «l'ensemble des
phénotypes exprimés par un seul génotype pour taute gamme de conditions

environnementales » (Figure 1.7).
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(a) (b) (c) (d}/ (e)
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Centred environmental gradient

TRENDS in Ecofogy & Evolution

Figure 1.7:Normes de réaction de 4 génotypes (1a 4) plamés 8lenvironnements (E1, E2,
et E3) (modifiée d’apres Dingemanse et al. 20100)les 4 génotypes sont doués de la méme
plasticité phénotypique. b) pas de plasticité ph@nque, absence d’interaction

environnement x génotype. c) il y a une interacéatre les génotypes et I'environnement, ce
qui montre la méme plasticité. d) plasticité d'mgeé et de sens différents. La différence
entre les 4 génotypes est plus grande en E3 qu et & 2 sont plastiques, et ont une plus

forte valeur du trait en E3, tandis que 3 et 4wd plus faible valeur en E3 e) Les génotypes
1 et 3 ont une plus forte valeur du caractére @dndandis que les 2 et 4 sont plus forts en

E3. Le génotype 3 n’est pas plastique.

La plasticité phénotypique peut se traduire pas dgistements comportementaux,
physiologiques, et morphologiques (Pigliucci, 20@04est-Eberhard, 2003). Elle peut induire
des réponses réversibles, variations journaliéresaisonniéres comme le bronzage chez
I’'homme : on parle alors de « flexibilité » (Willies, 1992). Dans d’autres cas, elle induit des
réponses irréversibles (Stearns, 1989), comme dadifioations morphologique induites
durant les premiers stades de I'ontogénese. Basid des coraux par exemple, qui lorsqu’ils
sont placés dans un milieu plus profond, vont étqgable de modifier leur morphologie de
maniere irréversible durant leur croissance, awc alices plus profonds et des septa plus
petits (Ow, Todd, 2010). Ces réponses plastiquasgue s’exprimer a des échelles de temps
différents. En effet, elles peuvent étre instargéané&’est le cas d’'un comportement, ou
demander un certain délai comme dans le cas d'anggment de morphologie qui s’effectue

généralement pendant le développement.

Cette plasticité phénotypique peut avoir un caopstitutif ou induit. Le cas de la
réponse des tétards d’amphibiens face au réchagffienlimatique est un exemple de coUt
constitutif. En réponse a l'augmentation rapidelalégempérature de I'eau de leur milieu
percue comme le signal d'un potentiel asséchementadmare (Poundst al, 2006), le
développement larvaire est accéléré et la métameglet plus rapide, leur permettant de

s’affranchir du milieu aquatique. Or, cette métapmmse plus rapide qui est un bénéfice
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immédiat, se traduit par une taille plus petitep@t un systeme immunitaire plus faible, ce
qui, a long terme, pourrait avoir de lourdes conséges (Berven, 1981; Gervasi,
Foufopoulos, 2008; Smith, 1987b). Il s’agit donsird’cas de plasticité phénotypique qui a
pour « colt » une réduction de la fitness de Ridli qui dépend du degré de plasticité
(Chevin et al, 2010). En revanche, un codt induit va réduirditlkess d’'un individu en

fonction de la somme des variations phénotypiques.

Cette capacité de réponse a des modificationsleapmst dépendante de I'organisme,
du trait concerné, du moment pendant lequel ilredyisent dans le cycle de vie et aussi de la
durée d’exposition & une modification environnerantC’est un processus particulierement
important dans le contexte actuel de changememiaglauquel il faut répondre rapidement
pour éviter I'extinction, surtout chez les organgsmayant un cycle de vie complexe, comme

les amphibiens.

1.2.2.b.Adaptation (plus de citations)

Les réponses des organismes face aux modificatiedsur environnement peuvent
étre le fruit de processus adaptatifs, c’est-a-@lice I'adaptation au sens génétique du terme.
En effet, lorsque I'environnement change, les imlis peuvent étre soumis a de nouvelles
pressions sélectives qui vont alors favoriser uénpktype plutét qu’'un autre (Rose, Lauder,
1996). Ce phénomene est lié a la sélection nagmglli est un processus adaptatif fondé sur
le différentiel de survie et de reproduction dedividus. La sélection naturelle n’est pas la
survie du meilleur, mais la contre-sélection dumeoapte. Ce processus s’applique sur les
phénotypes dans une population, et est respondalbiévolution adaptatrice.

La sélection naturelle repose sur trois principesiui de la variation, de I'héritabilité,
et de I'adaptation. A I'échelle populationnelleyila une variabilité génétique plus ou moins
importante pour chaque caractere. Plus la variagisinimportante, et plus la population
pourra potentiellement faire face aux modificati@mvironnementales (Chevet al, 2010).

Le principe de I'hérédité, c’est-a-dire de la tramssion a sa descendance via le patrimoine
génétique des caractéres, permet de maintenir cett@bilité génétique au sein des

populations. Selon le principe d’adaptation, lefividus les plus aptes ont un meilleur succes
reproducteur, transmettent leurs avantages séextieurs descendants, et se retrouvent en
majorité dans leur population au fils des génématiQlump, Penuelas, 2005). C'est via ce

processus de sélection que certaines populationsspaces sont dites « spécialisées », et
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présentent des adaptations locales (Rose, Lau@i@é®).1l e cas de spéciation allopatrique par
sélection naturelle le plus cité est celui des gmscdes Galapagos observés par Darwin qui,
selon leur niche écologique, ont des becs de diftés formes et tailles due a des pressions
de sélections (Figure 1.8). Celles-ci s’exerceffeddmment d’'une espece a l'autre, ou d’'un

milieu & l'autre. L’adaptation génétique peut @emete dans un environnement hétérogéne a

I'échelle spatiale et temporelle.

1, Geoszpiza ragnirazths 2. Geospiza Fortis
3. Geospiza parwula 4, Certhides olivacea

Finches From Galapagos Archipelago

Figure 1.8 Gravure représentant un échantillon des diff&rerorphotypes des pingons des

fles Galapagos.

Les réponses dues a de I'adaptation génétiquedsoméme ordre que celles résultant
de la plasticité phénotypique : morphologiques, spblggiques, et comportementales.
L’exemple de I'évolution des morphotypes chez lalphe du bouleau due a un processus de
sélection naturelle est un cas d’école. Ces paygiltte jour étaient majoritairement de couleur
claire jusqu'au début du dix-neuviéeme siecle. Puwg, court du XlXeme siecle, des
morphotypes plus sombre (forme mélanique) ont ésemwvés, et sont devenu les formes
dominantes. Ainsi, en 1895, 98% des phalenes étagraniques dans la banlieue de
Manchester (Grant, Wiseman, 2002). Haldane a no&og changement de proportion de
couleur était lié a lindustrialisation fleurissantle I'époque, dont la conséquence était la
pollution de I'environnement qui a noirci le trodes bouleaux. Les papillons les plus clairs
ont alors été plus facilement repérés par leursgbedirs, alors que les papillons sombres
bénéficiaient d’'un avantage adaptat®dn voit donc que des événements aléatoires et
contingents commeans ce cas, la pollution industrielle (Kettlewdl58), ont des effets

directs sur la sélecticet I'adaptation, et donc sur I'évolution de I'espec
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Figure 1.9: Représentation schématique des trois formesgldeton naturelle. La courbe

bleue en pointillés représente la fréquence ph@imig avant que la pression de sélection

n'agisse. La courbe bleue représente la fréquehérotypique aprés que la pression de
sélection agisse.

On distingue trois formes de sélection naturell@rientée (ou directionnelle),
diversifiante (ou disruptive), et stabilisatriceu(mormalisante) (Figure 1.9). La sélection
orientée favorise le développement d’'un caractareériment d’'un autre. C’est I'exemple
classique du panache des orignaux males (Terry Bowy al, 2001). La sélection
diversifiante favorise au contraire les types ertgé d’'une population et est trés rare en
milieu naturel (Van Doormet al, 2009). C’est le cas d@yrénestes ponceaux africains ou est
observé un polymorphisme de la taille du bec (Glal al, 2009). Enfin, la sélection
stabilisatrice tend quant a elle a éliminer lesrfes extrémes d’'un caractere au bénéfice des
individus moyens. Elle réduit la variance génétiqueour de la moyenne « optimale »,

comme la taille des éléphants de mer male, oulbipoids des bébés chez 'lhomme.

L’adaptation est donc un processus a long termiehign souvent est « pris de court »

par la vitesse des modifications environnementates,induit pas une réponse assez rapide

pour permettre aux organismes de faire face augement globale.
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1.2.2.cDistinction entre plasticité et adaptation

Face a des normes de réaction en réponse a degeaments environnementaux,
comment savoir s'il s’agit de plasticité phénotymqou bien du processus d’adaptation
génétique ? C’est une question centrale en éco@giutive (Gotthard, Nylin, 1995). La
distinction entre les deux peut étre faite en sdiit des méthodes expérimentales de
transplantations réciproques par exemple (Bememl, 1979; Trexleret al, 1990). Les
parametres observés sont souvent des différencespatéormances, des mesures
morphométriques, des tests de sélection sexudlld’aatres encore. Ainsi, I'expérimental
permet d’identifier les sources des variations phgriques. L'approche moléculaire peut
aussi mettre en évidence la présence de certaires geroduisant une réponse adaptée aux

changements (Rose, Lauder, 1996).

Comprendre comment les organismes réagissent,li@ quepleur, et quels sont leurs
facteurs biotiques et abiotiques limitant, sont wdgitables challenges en biologie de la

conservation.

1.3. Le cas particulier des organismes asexues

Les organismes asexués constituent un cas pagticen écologie évolutive
spécialement intéressant pour étudier les procaebadaptation. Le paradigme de la biologie
évolutive veut que la reproduction sexuée soit pentageuse que lI'asexualité, puisqu’elle
maintient un polymorphisme et une diversité géngtiomportants. Ainsi, plus les variations
génétiques sont importantes, et plus la diversiténptypique le sera, conférant aux
organismes une grande plasticité. Les complexeslalges sont composés de membres
présentant d’extrémement grandes similarités éwmpleg (Wilson, Hebert, 1992).
L’asexualité présente donc un désavantage a lamget@ cause de la perte de variabilité
génétique, mais aussi de lI'accumulation d’allelégtéres, qui en I'absence de brassage
génétique, ne peuvent étre purgés (mécanisme liguetcde Muller »).

L’adaptation implique souvent un grand nombre dengement dans le génome, résultant de
'accumulation de plusieurs mutations « bénéfigueshez un individu. Or, chez les

organismes asexues, la combinaison des mutationétde fixée au sein d’'une méme lignée
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pour étre bénéfique, car la sélection s’appliqgue pas sur les alléles, mais sur I'individu
entier (Vorburgeret al, 2003). En revanche, chez les organismes sexo@sighions qui
échangent des informations génétiques, les musatwantageuses peuvent se produire chez
différents individus, et étre combinées par laesuitette recombinaison acceélére I'adaptation
au sens génétique du terme, et se traduit paramtaye évolutif important de la reproduction
sexuée (Nehest al, 2010).

Mais la sexualité apparait moins avantageuse sipmnd en compte ses colts: la
recombinaison peut séparer et éliminer de bonnetbicaisons alléliques, et ce mode de
reproduction est bien plus colteux en dépense étigue lors de I'accouplement, et nécessite
la présence de méles (Nehatral, 2010). L'étude des interactions et assemblageg s
lignées clonales est particulierement intéressdntdait des fortes pressions de sélection

biotiques et abiotiques agissant sur ces organigWigson et al, 1999).

Les hybrides unisexués sont le résultat de crasésrentre des especes sexuées et se
stabilisent via un mode de reproduction clonal tfgarogénese, gynogénése) ou hémiclonal
(hybridogénese) (Plenet al, 2005). Ce sont généralement des « cul-de saolutés car la
majorité de ces lignées finissent par disparai®mon et al, 2003). Néanmoins, la
persistance de plusieurs lignées asexuées au seiaxd indépendants, parfois anciennes,
amene a s'’interroger sur les avantages de ce mmdepdoduction. Cet « état » hybride les
aurait avantagés en leur permettant de colonisenadeeaux habitats, la parthénogénese
ayant un réle secondaire en stabilisant fortememtains génotypes hybrides (Kearney,
2005). Le modele de Moore (1977) prédit ainsi queupériorité hybride, appelée Heterosis
pour vigueur hybride, serait due a un fort taukétierozygotie (Moore, 1977). Le succes
evolutif des lignées clonales, ainsi que la coexist de taxa Ssexués et asexues,
s’expliqueraient par deux modeles différents (Féglirl0). Le premier est appelé « modéle du
General-purpose-genotype » (noté GPG), selon leqgiesl lignées clonales sont
écologiquement trés tolérantes et géographiquemiemdues (Baker 1965; Schultz 1971,
1977; Parker et al. 1977). Ces lignées sont donérgéstes, exploitent divers habitats aux
caractéristiques écologiques différentes, et mahtoee faible variation de leur fitness en
fonction de I'environnement (Lynch, 1984). La clbiapeut ici étre vue comme un atout
permettant de coloniser des milieux instables mptwaires, du a la fixation de génotypes
adaptés a une grande valence écologique plus qise@our les populations sexuées. Par

exemple, parmi le groupe des Cyprinidés, les inldisidu taxorDarwinula stevensorayant
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une reproduction asexué montrent une grande taériate aux variations de température et
de salinité, ce qui supporte le modéele GPG (Vanifiret al, 2002).

Occurence

Habit%

Figure 1.10 Schéma représentant la sélection de I'habitatigeées clonales selon les
modeles GPG et FNV (adaptée selon Vrijenhoek 19B€agit de I'abondance des especes
parentales et des lignées clonales FNV et GPGrantiém d’un gradient d’habitat. Les
hybrides GPG-1 ont une niche écologique de gramgditade, tandis que les FNV-1, FNV-2
et FNV-3 occupent des niches restreintes et diftése

Or, dans le cas ou les hybrides sont dépendantegjmxes parentales, ce modele GPG
impliquerait a long terme la disparition de celtésMoore (1984) élabore alors le modéle de
niche intermédiaire (Moore, 1984), repris par \fiifjeek en 1984, qui propose un second
modele, celui de la ségrégation des habitats, appehodéle du Frozen-Niche-Variation »,
(noté FNV), qui prédit que différents clones sdmhaun adaptés localement a des conditions
distinctes. Ces hybrides occupent souvent une nioctermédiaire a celles des especes
parentales. Les clones peuvent coexister avecsjgsces parentales dans un environnement
hétérogéne dans la mesure ou ils sont rarement ldansiémes niches écologiques (en
sympatrie). Les lignées clonales sont spécialigesnt une bonne fitness dans leur habitat,
tandis qu’elle est inférieure a celle des espeaenpales lorsqu’ils sont en sympatrie
(Vrijenhoek 1979, 1994). Cette adaptation a debascécologiques différentes de celle des
especes parentales permet de prédire et/ou d'@psdes lignées hybrides persistantes
(Arnold, Hodges, 1995)C’est le cas des lignées clonales ciixphnia pulex,qui sont
abondantes et dominant dans les habitats a fofieitéa Lorsqu’'expérimentalement, la
salinité diminue, I'abondance des lignées clonalaste. Elles sont donc tres spécialisées,
adaptées a une certaine salinité (Wilson, Heb8&2)l et sont considérées comme répondant

au modele FNV.
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Ces cas sont intéressants pour I'écologie évautiwine maniere générale et sont
indispensable pour modéliser (prédire) les risgliestinction et/ou de persistance des taxons
du complexe d’hybridation (Hellriegel, Reyer, 200@)'est le cas des grenouilles vertes
européennes ou l'on retrouve de tels phénoménegali@a 1999). En effet, ce groupe
d’amphibiens, présent dans toute I'Europe, compnelodieurs complexes d’hybridations,
notamment des lignées hybrides unisexuées, qusparsdepuis de nombreuses années. Ces
dernieres sont tres largement réparties, et semnpé&ntouchées par la perde de biodiversité
actuelle. Plusieurs études considérent que lesthgpes GPG et FNV chez ces hybrides ne
seraient pas exclusives, et leur combinaison exetajt le maintien de nombreuses lignées
clonales (Hotzt al, 1999; Semlitsclet al, 1997; Vrijenhoek, 1998). Ces deux modeles GPG
et FNV prédisent tous les deux une bonne adaptdesrclones. Cependant, dans le contexte
actuel de changement global, on peut s’attendre gue le GPG soit préférentiellement
sélectionné, car les clones a adaptation restremtten risque d’extinction plus fort (Forbes,
1997). Ces pour ces raisons que nous avons clesisgrenouilles vertes comme modeéle

biologique pour cette étude.

1.4. Intérét du groupe modele

1.4.1. Les complexes d’hybridations en France

Le complexePelophylax esculentugst le plus répandu en Europe (Berger, 1988;
Graf, Polls Pelaz, 1989; Pagarb al, 2001a), impliquant les deux espec¢esridibundus
Pallas (1771) (génotype RR) Bt lessonaeCamerano (1882) (génotype LL), ainsi que
I'hybride P. kl. esculentud.innaeus 1758) (génotype RL) issu du croisemetredas deux
premiéres especes (Berger, 1973; Heppich, 1978)hibrides de ce complexe ont un mode
de reproduction particulier appelé I'hybridogéne®bservée en 1969 par Schultz chez des
poissons actinoptérygiens du groupe des Poeciippsitte stratégie de reproduction, trés
rare, a été observée au sein d'autres complexegritiations, comme chez les insectes
Bacillus rossius-grandii (Tinti et al, 1995), ainsi que le complexe alburnoides chez les
Cyprinidés (ex:Trophidophoxinellus (Collares-Pereirat al, 1999). De nombreuses études
ont observé ce mécanisme de reproduction Bh&k esculentusl’ont mis en évidence grace
a des élevages expérimentaux (Berger, 1973; Turl8#t9; Uzzell, Hotz, 1979), a des
techniques telles que la gynogénese (Graf J.-D1979) et les caryotypages, ainsi que par

des analyses allozymiques (Uzzsllal, 1980).
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L’hybridogénése impliquant les grenouilles verteepose sur plusieurs
caractéristiques: les hybrides sont viables, &stiet des deux sexes (Graf, Polls Pelaz, 1989).
Lors de la gamétogénése, I'hybride élimine syst@mamment le génome de l'espece
parentale avec laquelle il est en sympatrie lome’phase pré-méiotique. Le génome restant
subit ensuite une duplication avant d’entrer enasgi(Vinogradov, Chubinishvili, 1999b).
Cet hybride ne produit alors que des gametes cantda génome d’'une des deux especes
parentes. Il perpétue sa lignée par back-cross kesmece parentale dont le génome a éte
éliminé, afin de rétablir a chaque génération leogée perdu lors de la gamétogénese (Graf
J.-D., P., 1979; Uzzekt al, 1980). Il n'y a donc pas (a priori) de recomkspailors de la
formation des gametes, et la reproduction est pe hg¢miclonale (Hotz, 1983; Uzzel al,
1980).

Chez ce complex®. esculentusHolsbeek & Jooris (2009) ont noté I'existence tdas
stratégies de reproduction différentes, appeléasieme », présentes dans régions distinctes
(Figure 1.11).

Complexe P. esculentus

o™ \ o™ /
€ & L e b s
® ©
S/

\
; igkz Systeme E ‘

®\‘/® /‘\@

Systeme L-E

Légende:

‘ P ridibundus

L

‘ P. kl. esculentus

Systéme R-E

Figure 1.11: Schéma de I'hybridogénése chez les grenouillesothplexeP. esculentus
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Le systéme . lessonae— P. kl. esculentus» (L-E) est de loin le plus répandu,

principalement dans I'Ouest de I'Europe (Graf, ®oRelaz, 1989). Dans ce systeme,
I'hybride, issu d’une hybridation primaire enfPe ridibunduset P. lessonagvit en sympatrie
avec la seconde espéce parentale, ou avec lesadaufois. C'est le génome de l'espdee
lessonaequi est exclu des cellules germinales, au couthdmmétogénése, lors d’'une phase
pré-meiotique, celle de la prolifération des ovagen(Tunner, Heppich, 1981). Cette
élimination du génoméessonapourrait faire suite a son inactivation, induiter gertains
géenes du génomedibundus (Uzzell et al, 1980). L’exclusion semble étre graduelle, et ce
ferait au court de mitoses successives (Ogiel¥$@4)1 ou bien serait due a une dégradation
enzymatique durant laquelle la chromatine dégrddssonaeserait rejetée hors du noyau
sous forme de « nucleus-like-bodies » (Ogielsk@41¥inogradov, Chubinishvili, 1999a).

Le systeme . kl. esculentus» (E pur)(Graf, Polls Pelaz, 1989), seconde stratégie ubser

est la reproduction entre deux hybrideskl. esculentus La théorie, confirmée par les
expérimentations, prévoit que la grande majoritécdg tétard$. ridibundusnéo-formés
meurrent, & cause de lI'accumulation stochastigaketés déléteres (processus appelé cliquet
de Muller). En effet, le génome R étant transnismalement par les gamétes des hybrides, les
descendants portent deux jeux de chromosomes saomlinaison, donc sans purge des
mutations déléteres, létales a I'état homozygoiek@t et al, 1982; Uzzellet al, 1980).
Néanmoins, de nombreuses autres expérimentatiobsmomtré que les individud.
ridibundus néo-formés survivent normalement, car dans leemihaturel, les génomes R
portés par les 2 hybrides n'ont souvent pas la méngine parentale, et donc ne sont pas
porteurs des mémes mutations déléteres (Graf, Btudl979; Guext al, 2002; Vorburger,
2001d; Vorburger, Reyer, 2003). D’autre part, enditions naturelles, les populations E pur
ont « détourné et résolu » le probléme par la ol d’'une mosaique de gameétes (génome
R, L ou diploide RL). En conséquence, les desgdrdde ces croisements sont le plus
souventP. kl. esculentugdiploides ou triploides) mais parfois de I'espBcedibundus

Le systéme #. ridibundus— P. kl. esculentus (R—E) qui est l'inverse du systéme L-E.

Certains hybrides réalisent une hybridogénese ifmipay et produisent une minorité de
gametes R, mais de nombreux gametes L (Vinograd®4)l Parmi les descendants on
retrouve a la fois de®. ridibundusnéo-formés (minoritairement) et des hybrideskl.

esculentugmajoritairement).
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Un second complexe d’hybridation est présent suteiritoire francais, il s’agit du
complexe Pelophylax grafi Ce dernier est localisé dans le Sud de la Frant& qu’en
Espagne (Crochett al, 1995; Dafet al, 2006; Grafet al, 1977; Graf, Polls Pelaz, 1989;
Pagancet al, 2001c), et comprend les espeBesidibundusPallas (1771) (génotype RR) et
P. perezi Seoane (1885) (génotype PP), ainsi que I'hybidekl. grafi Crochet 1995
(génotype RP) issu du croisement entre les deuripres especes. Ce complexe est analogue
au premier, les hybrides hybridogénétiques ne psadti que des gametes renfermant le
génome R (Figure 1.12). L’hybridation primaire arigine du génome R porté par I'hybride
n’'est pas connue, car il peut étre transmis pgvauantP. ridibundusou bien par un hybride

P. kl. esculentugAranoet al, 1995).

Complexe P. grafi

Légende:
P. ridibundus \
P. esculentus @

P perezi

P ki grafi

oRARMR

gamete R

® gamete P

Figure 1.12 Schéma de I'hybridogénese chez les grenouillesothplexeP. grafi.

Les causes déclenchant une reproduction hybridiggre et les mécanismes exacts
gouvernant I'exclusion d’'un des deux génomes patentestent a clarifier. Pols-Pelaz (1995)
souligne que c’est toujours le méme génome parentalest impligué dans tous les cas

recensés d’hybridogénese, que ce soit chez les leresp Poeciliopsis, les complexes
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Bacillus, et les complexe Pelophylax. En effet denhreuses observations suggerent que
certains alléles portés par le génome R induirdiélnination dans les cellules germinales
du génome L. Tout d’abord, le génome exclu lortadgameétogénése est le plus souvent celui
de I'espéce parentale. lessonaeAinsi, seul le génomedibundus est transmis dans les
gametes (Graf, Polls Pelaz, 1989; Guerenal, 1997; Polls-Pelaz, 1995; Vinogradet al,
1991). De plus, le génonmglibundusest présent dans tous les cas d’hybridogénésmfiat
aucune des lignées hybrides n’'impliquant pasPderidibundusne montre un mode de
reproduction hybridogénétique.

Par ailleurs, on observe une variation géographdmmes la capacité de. ridibundusa
induire I'exclusion de génome. Le génomdibundus de nombreuses hybrides venant de
populations dans le sud de I'Europe n’ont pas geoduction hybridogénétique (Guerrigi

al., 1997; Hotzet al, 1985; Hotz, Uzzell, 1983). Ceci suggérerait cueadpacité a induire
I'élimination du génome de l'autre espece parensa@mit assez récente, et surtout, qu'il
existerait différents groupes ¢k ridibundus: ceux induisant I'hybridogénése, et ceux non-

hybridogénétiques.

1.4.2. L'origine des grenouilles vertes

La divergence de nombreuses espéces a eu lieutdesanlifférentes oscillations
climatigues de ces dernieres 2,4 millions d’ann@ésith et al, 2003), dominées par des
phases de glaciations interrompues par de count®deé interglaciairegHewitt, 1996;
Hewitt, 1999; Hewitt, 2004)Au cours de ces périodes glaciaires du Pliocémdésstocene,
la faune tout comme la flore en Europe se limigaik zones chauddB8abik et al, 2004)
dans trois régions : I'ltalie, la péninsule ballqre, et la région Ibérique, qui constituaient les
principales zones refuges. Ces dernieres ont skrvi populations sources » lors de la
recolonisation durant la déglaciatigmaberletet al. 1998 Hewitt 1999. Néanmoins, ces
zones sources ont été supplées par des zonesgafygdiques situées au Nord et dans le
Centre de I'Europe, ou devaient régner un micrcadifavorable (Snekt al. 2005; Zeisset,
Beebee, 2001 ; Lymberakis et al. 2007; Plotiaal. 2001).

La différenciation des trois principales especeds@ntes en France a eu lieu durant la
derniere glaciation, le Wirm (80 000 a 8 000 anj EBrant laquelle le groupe ancestral de
grenouilles vertes s’est réfugié dans les troisezaefuges. Ces trois groupes sont alors restés
séparés durant de nombreuses années, ont évotudisabnt a de la spéciation géographique:

P. ridibundusdans les balkan®. lessonaen lItalie, etP. perezidans la péninsule ibérique
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(Snellet al, 2005; Zeisset, Beebee, 2001). Certains indivihuBespecd®. lessona@uraient

migré de I'ltalie vers le Nord en direction du Ragyae Uni, connecté alors au continent par
les terres émergées (Zeisset, Beebee, 2001) (Figii8g. A la fin de cette période glaciaire,
I'aire de répartition de ces trois especes s’extcdtie a tout le Nord de I'Europe suivant un

climat plus favorable, et sont entrées en contaégnt des zones d’hybridations.

o300 1000Km
- Terres émergées a I'époque de la glaciation -Ancétre de Pelophylax lessonae
l:l Terres émergées actuellement - Ancétre de P. perezi
[ |ocean [l #~céte ce . ridibundus
I:l Glace === Migration pendant la glaciation

Figure 1.13Répartition supposée des ancétres des grenoudlitss actuelles dans les trois
principales zones refuges lors de la derniere gfiaci, réalisée selon les analyses de Zeisset
et al. (2001), Snell et al (2005), Lymperakis e{(2005), Ohst (2008).

1.4.3. La systématique

Les grenouilles vertes font parties de la familess Ranidés, qui est 'une des plus
diversifiee (Cheet al, 2007). Elles appartiennent au geRedophylaxqui comprend23 taxa
(Frostet al, 2006), et sont présentent dans toute 'Européas massi en Asie et dans les
régions mediterranéennes. Du fait de leur répamtisur une large zone ayant une histoire
géologique complexe (Poulakalas al, 2003), et de leur divergence tardive, les ampehibi

du genrePelophylaxont une phylogénie difficile et compliquée a élacidLymberakiset al,
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2007; Plotner, 2005). Dans les années 1870-194framd nombre d’espéces ont été décrites
sur des bases morphologiques et bioacoustiquess, Ruite aux premiéres analyses
génétiques, certaines especes ne divergeaientffsamment, et ont été regroupées au sein
d’'une méme espece. Les investigations a I'aidetdiéomnoléculaires plus sophistiqués s’étant
développées, de nouvelles espéces ont alors @&étéks et intégrées a ce genre, notamment
P. cerigensigBeerli, Hotz, Tunner, Heppich & Uzzell, 1994), Rt cretensiqBeerli, Hotz,
Tunner, Heppich & Uzzell, 1994). De plus, un grawanbre de lignées étroitement liées aux
P. ridibundusont été identifiees ces dernieres années, sutltmg le sud et de l'est de son
territoire. Ainsi, P. kurtmuelleri(Gayda, 1940), décrite il y a de nombreuses anrges,
longtemps été confondue avecridibundus et est considérée désormais comme une espece
(Lymberakis et al, 2007), appartenant au groupdibundus (ridibundus-like water frog
species) (Ohst, 2008) ou encdétect. ridibundusLes relations phylogénétiques parmi lRes
ridibundusrestent encore non résolues, et d’autres lignéesencore actuellement sous le
nom deP. ridibundus commeP. ridibundus caralitanugprésente en Anatolie (Lymberakis et
al 2007, Plétner 2005). La derniére révision dgystématique remonte a 2006, ou I'ensemble
des grenouilles vertes de la famille des RanidésteiRang sous-genr@elophylax s’est vu
changer de nom de genre (du genre Rana au §etophylaxFitzinger, 1843) (Frostt al,
2006).

1.4.4. L'identification taxonomique

L’identification taxonomique des ces différentsagpeut étre problématique chez les
grenouilles du genrBelophylax La premiere méthode d’identification utiliséeiebmsée sur
des mesures morphométriques trés sophistiquéeggiBer966; Crocheet al, 1995), qui
était complétées souvent par I'étude de paramdti@scoustiques (Roesli Marzia, 2000;
Wycherleyet al, 2002). Néanmoins, du fait de leur capacité alsidgr, de leur grande
ressemblance, et des variations intra-taxon tamieau local que régional (Plotnet al,
2001; Wycherleyet al, 2002), ces méthodes ont été fortement remisepiestions, car pas
assez robustes (Lodé, Pagano, 2000; Pagano, 389, Rlotneret al, 2001). En outre, dans
'Ouest de I'Europe, ces méthodes d'identificatisont d’autant plus inefficaces que
I'existence d’hybridations importantes entre grahesi autochtones et allochtones a été notée
(Holsbeeket al, 2008; Mezhzherin, Morozov-Leonov, 1997; Paganal, 2003; Plotneet
al., 2008; Vorburger, Reyer, 2003), conduisant a toue mosaique de caracteres. fait de

tous ces biais, depuis les années 1980, les tageodpe des grenouilles vertes sont identifiés
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par des méthodes génétiques, plus fiables (Gutrearal, 1994; Hotz, 1983), grace aux
allozymes, protéines possédant des alleles spéefide chaque taxon (Hotz, 1983; Uzzell,
Berger, 1975; Uzzell, Hotz, 1979). De plus, aves &vancées importantes en biologie
moléculaire, de nouveaux marqueurs ont été récemrdéneloppés (ND2, ND3, les
microsatellites et autres séquences nucléairean€Gat al, 2000; Holsbeelet al, 2009a;
Holsbeeket al, 2008; Zeisset, Beebee, 2000) afin de tenter wiéreeplus facile I'affiliation
taxonomique des individus du compleRe esculentusqui reste de nos jours difficile a

élucider.

1.4.5. La répatrtition

Parmi les grenouilles du groupe Paléarctique ectad décrites actuellement en
France, I'especP. ridibundus(la grenouille rieuse) a la plus grande zone dg&ildution, qui
comprend une grande partie de I'Europe et de I'Asi@dentale (Figure 1.14) (Ginther,
1990; Ohst, 2008). Dans la partie occidentale deas@ de distributionP. ridibundusa étée
introduite dans le Sud de I'Angleterre, et localameéans les péninsules Ibériques et
Italiennes (Arancet al, 1994; Arancet al, 1995; Paganet al, 2001b). En France, l'aire de
distribution est en évolution constante du fait desbreuses et réguliéres importations de
grenouilles rieuses en provenance d’Egypte, d’ At des Balkans. En effet, les cuisses
de grenouilles faisant partie de la gastronomiectagse traditionnelle, au moins 5000 tonnes
de grenouilles vertes vivantes en provenance degd&avie ont été importée sur notre
territoire de 1928 a 1965, soit 142 millions decipé&ns en moyenne (Ljubisavljevét al,
2003). Désormais, les importations viennent esskgtient d’Orient, a raison de 700 a 800
tonnes par an (Neveu, 2004). Ainsi, l'aire de réfjan de cette espece s'étend tres
rapidement vers I'Ouest de la France, et il est difficile de trancher quant au statut natif ou
non des grenouilles rieuses (Pagat@l, 2003), car elles ne sont réputées autochtones que
dans I'Est du pays, autour du lac Léman et le ldeda vallée du Haut-Rhone (Graf, Polls
Pelaz, 1989).

Une seconde espece de grenouilles vertes estnpgésa France, il s'agit dP.
lessonag(la grenouille de Lessona), qui a une répartifiwsache de celle de son hybride
associéP. kl. esculentuset est relativement importante, s’étendant dedte Atlantique
francaise jusqu’a la Russie (Paseghl, 2003), mais qui ne descendrait pas autant auEStid-

(notamment le Proche-Orient) que la répartitiorPdeidibundus(Beebeeet al, 2005; Graf,
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Polls Pelaz, 1989; Zeisset, Beebee, 2001). Erdigud de la France est colonisé par I'espece
P. perezj qui est largement répartie dans la péninsuledbér(Aranocet al, 1994; Crocheét

al., 1995; Hotz, 1994). La répartition de son hybradsocié est en revanche restreinte a la
partie Nord de I'Espagne et au Sud de la Francguceourrait étre dépendant a la présence
de la seconde espéece parentale. En dffetidibundusn’est pas présente en Espagne, a

I'exception de cas d’'introductions anthropiquesaioet al, 1994).

[ —
0 500 1000 Km

- P. lessonae (LL) et P. klepton esculentus (RL)
- P. lessonae (LL), P. kl. esculentus (RL), et P. ridibundus (RR)
P. perezi (PP)

|:| P. perezi (PP) et P. klepton grafi (RP)

I:lP. lessonae (LL), P. k. esculentus (RL), P. ridibundus (RR),
P perezi (PP), et P. ki. grafi (RP)
P. cf. ridibundus

Figure 1.14 Répartition actuelle des grenouilles des com@&xesculentustP. grafien
Europe, réalisée d’apres plusieurs auteurs (Beetale 2005; Crochegt al, 1995; Ohst,
2008; Paganet al, 2001a; Paganet al, 2001c; Plotneet al, 2001).

1.4.6. Partition de niche

Considérées comme ubiquistes, de nombreuses iga#stis ayant observé
I'utilisation de I'habitat des grenouilles du corepéP. esculentusnt néanmoins montré que
les deux espéces parentalPs (idibunduset P. lessonaeoccupent des habitats différents,

suivant un gradient d’influence hydrographique, qu@ suggere une partition de niche
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écologique (Pagano et al. 2001a; Pagano et allc2(@olenweg-Peter et al., 2002). Des
études expérimentales ont observées que les penficen de développement et de croissance
des tétards des différents taxa du complexe diffeselon les conditions écologiques (Figure
1.15): I'espéce parental®. lessonaeest bien adaptée a des milieux pauvrement oxygéneés,
contrairement &. ridibundus L’hybride montre ici des performances interméwisiaux
deux espéces parentales. La distribution des taxie \Wonc en fonction des besoins en
oxygene (Paganet al, 2001b; Plenett al, 2000a; Plenett al, 1998; Plenegt al, 2000b).
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Figure 1.15 Distribution des stades larvaires de chaquertakocomplexd. esculentus la

fin de I'expérience sous faible (gris) et fort {ntq taux d’oxygene (Plenet al, 2000b). Ce

graphique nous montre les différences d’exigensdala en oxygene, suggerant une
partition de niche écologique.

Les grenouilles rieuses, occupent préférentiellérdes milieux a forte influence fluviale, a
eau renouvelée, et de grande taille, de type é&angs, rivieres, bras morts (boire) et graviere
(Figure 1.16). Ces habitats sont caractérisés péonti taux d’'oxygene dissous dans I'eau, un
courant assez important, et un substrat sablegtaullonneux. Au contraire, les grenouilles
de Lessona occupent plutdt des habitats plus pesitdés, parfois méme temporaires,
caractérisés par une eau stagnante et faiblememenge, et un substrat vaseux (Berger,
1973; Morand, Joly, 1995; Pagaeb al, 2001b; Pleneet al, 2000b; Regnier, 1983). Les
hybrides P. kl. esculentusoccupent une large gamme d’habitats, avec unesmperésplus
affrmée dans les milieux intermédiaires (Berg€)73). La persistance des lignées hybrides

s'expliquerait donc par I'hypothese de I'occupatieria niche intermédiaire par les hybrides
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(Pagano et al. 2001a) bien que ceux ci cohabitenpllis souvent avec l'espéce qu'ils
parasitent sexuellement (Pagaetal, 2001a; Paganet al, 2001b; Plene¢t al, 2000b). Ces
hybrides montrent une valence écologique plus lagerésentent souvent une fitness
supérieure a au moins l'une des deux espéces plgntoire les deux, ce qui est appelé
Heterosis, ou encore vigueur hybride (Berger, Rghd®97; Gutmanret al, 1994; Hotzet

al., 1999; Semlitsch, Reyer, 1992; Tietje, Reyer, 2004

L'utilisation de I'habitat par le complexXe. grafi est en revanche trés peu connue. D’aprés les
guelques observations recensées, le complexe Pa retativement ubiquiste, présent aussi
bien en milieu permanent que temporaire, tel deegzanondées, des rizieres, des lacs de

montagnes, des canaux d'irrigations, etc (Paga@b, 2001a).

Figure 1.16. Schéma représentant la présence des deux eshecemsplexd®. esculentugn
fonction du gradient d’'influence fluviale.
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1.5. Les objectifs de la these

L'objectif principal de la thése est d’évaluer gedgences écologiques des grenouilles
vertes, en comparant les capacités d’acclimatatesndifférents taxa. Pour se faire, plusieurs
étapes sont nécessaires.

Dans le Chapitre Il dédié a la méthodologie, sprésentées la biologie des
grenouilles vertes, zones d’études, ainsi que ndéthd'échantillonnage et étude des
parametres de leurs habitats.

Le premier volet du Chapitre Il a pour but l'idéication taxonomique par outils
moléculaires des grenouilles vertes afin d’avoie wffiliation la plus fiable et la moins
invasive possible. Ainsi, nous avons mis au poire oouvelle méthode d’identification des
grenouilles vertes du complexe. esculentusbasée sur une séguence nucléaire, nous
permettant de s’affranchir de la méthode de rét&raailozymique, tres invasive. Dans une
seconde partie, nous avons testé d’autres marqoelézulaires, développés il y a quelques
années, les microsatellites, mais jamais utilis@saade échelle (hombreux individus issus de
nombreuses populations différentes). Ces analySeétigues de tous nos échantillons nous
permettent d’observer des phénoménes tels queridogenese, la structure des peuplements
et par la méme occasion de remettre a jour la ti@pardes grenouilles vertes dans le Nord
de la France.

Dans le Chapitre IV, I'hypothése de I'Heterosista testée chez le compleRegrafi,
et évaluée les conséquences d’une reproductioexues chez I'une des especes parentales.
Ainsi, lors d’'un élevage expérimental, les variatiaes traits d’histoire de vie de tétards des
différents taxa ont été observés, permettant dievakt de comparer les performances
larvaires.

Puis, le Chapitre V traite de l'utilisation de dlbitat des grenouilles du compleRe
esculentusen fonction de différents parameétres abiotiquesj dans le but de définir au
mieux les exigences écologiques des 3 taxa. Lesatiars des peuplements et
morphologiques ont été analysées a I'échelle ghkobat locale, et les variations
environnementales susceptibles d’affecter les geemiers parametres ont été définies. Cette

approche se veut a la fois descriptive, explicativiee prédictive.
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Dans le Chapitre VI, I'objectif est de tester pacités d’acclimatation de tétards
hybrides en fonction de leur habitat d’origine, joaurs dans le but de mieux définir les
exigences et limites écologique des taxa. Ainsinsdde cadre d'un second élevage
expérimental, les normes de réaction de tétardgnaires de milieux forestiers ou prairiaux
ont été observées face a deux températures chpsigamiter celles des milieux d’origine.
Cette transplantation réciprogue en milieu contndbdis permet de déterminer la nature,
'amplitude des réponses, et de tenter de compeeledr processus adaptatifs, et donc les
modeles GPG-FNV, dirigeant leurs réponses faceradifications de leur environnement.

Dans le Chapitre VI, je discuterai de 'ensemhbds désultats obtenus lors de la these

et émettrons des perspectives de travalil.
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Sac vocal noir

Sac vocal blanc

Profil
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Face dorsale Face ventrale

Face dorsale Face ventrale

R ,"b@ Kevin'Georgin’

Figure 2.1:Photos des grenouilles vertes des deux complepmsdbgénétiques étudiés. a :
grenouilles rieuses ; b : grenouilles de Lessanagrenouille de perez ; d : hybride de graf ;
e : grenouille verte.
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2.1. Description du modéle biologique

2.1.1. Morphologie

Les Amphibiens du groupe des grenouilles vertespgennes sont caractérisés par un
dimorphisme sexuel, les méles étant plus petitspgsédant 2 sacs vocaux latéraux, ainsi que
des callosités portées aux pouces lors de la pdedreproduction. Elles possedent toutes
des tympans bien visibles, et 2 bourrelets dorsandxaux (Muratet, 2008).

D’une longueur de 8 a 15 cm chez l'adultegtanouille rieuse est 'une des plus
grandes du genreelophylax(Figure 2.1a). Elles sont dotées de pattes longuesissantes,
d’'un museau long et arrondi, et d’'un tubercule taésgen aplati de forme ovale ou de trapeze
(Duguet, Melki, 2003). La face dorsale est treo® et assez sombre, et la ventrale est
caractérisée par une couleur creme, portant de reusbs taches grises voire noires. Les
males ont des sacs vocaux trés sombres, et onthant e parade nuptial bruyant,
ressemblant a un ricanement (Le Garff, 1998; Mura@08; Noller, Ndller, 2003).

Lagrenouille de Lessonaest bien plus petite, mesurant de 4,5 a 8 cmmg (Bigure
2.1b). Ces pattes postérieures sont courtes efppisgantes, son museau court, pointu et
souvent jaune citron, et le tubercule métatarsarres globuleux (Muratet, 2008). Sa robe
est verte claire, parfois méme tirant vers le jawtesa face ventrale est blanche sans aucun
tache. Les sacs vocaux des males Lessona sowtais voire blancs, et ils ont un chant trés
rapide qui ressemble a un grésillement (DuguetkiM2003; Noéller, Noller, 2003).

Lesgrenouilles de Perezsont assez petites, 3 & 10 cm de longueur (FRA®. Aux
pattes courtes et peu puissantes, elles possedenmtugeau arrondi ou proéminent, et un
tubercule métatarsien triangulaire (Duguet, MeliQ3). De face dorsale verdatre tirant vers
le brun, sa face ventrale est blanchatre avecabd®$ grises ou brunes. Les sacs vocaux des
males sont sombres, et leur chant ressemble begadcoeiui deP. lessona€Duguet, Melki,
2003; Le Garff, 1998; Muratet, 2008).

Les hybrides P. kl. esculentuset P. kl. grafi ont des caractéristiques intermédiaires

aux especes parentales (Figure 2.1d et e).
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Phase aquatique

Figure 2.2: Cycle de vie annuel des grenouilles vertes Eegapes. Le cycle extérieur
représente I'habitat ou se trouvent les individasgdis que le cycle intérieur représente leur
activité au sein de cet habitat. Les lettres atreeeprésentent les mois de I'année.

Figure 2.3 lllustrations de différents stades du cycle de @i male et femelle de grenouilles
vertes en amplexus ; b: ponte (exceptionnellemerst tfeau); c: tétard ; d: tétard en cours de
métamorphose ; e : juvénile récemment métamorphosé.
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2.1.2. La biologie

Les grenouilles vertes sont parmi les amphibiesspleis aquatiques, et passent la
moitié de leur cycle de vie dans I'eau, lors dphase de reproduction et méme aprées (Figure
2.2). La période de reproduction débute en avskdgiermine au plus tard fin juillet. Certaines
observations naturalistes ont observé un légeraigealans le temps entre les différents taxa,
les grenouilles de Lessona sortant en premierhdieefnation, suivies par les hybrides, puis
les rieuses (Schmeller, com pers., Patrelle, coms.)pées adultes se rassemblent en milieu
aquatique toujours dans le méme site. On parle a@erphylopatrie, ou encore de fidélité au
site de reproduction (Holenweg Peter, 2001). Lekesnarés territoriaux, initient alors une
paradenuptiale via le chant, afin de séduire les femellegsque celle-ci est attirée par le
« meilleur chanteur », le male monte alors suroe de la femelle, et I'agrippe au niveau des
aisselles. Cette position appelé amplexus axillpeemet une fécondation optimale des
ovocytes expulsés par la femelle dans le milieérgadir (Figure 2.3). Chaque femelle peut
pondre de 3 000 a 10 000 ovocytes (Berger, Uz28B0) en forme de masse, fixés aux
plantes subaquatiques (Duguet, Melki, 2003; Midaddratet, 2004). A l'intérieur de chaque
ceuf, se trouve une larve qui va se développer ean 8 semaines jusqu’au stade de
métamorphose (Hotet al, 1999), ou il subira une transformation profondsrmhnt une
petite grenouille identique aux adultes. La matusiéxuelle est atteinte entre 1 et 2 ans chez
les méles, et 2 & 3 chez les femelles.

Une migration automnale permet aux grenouilles rdpindre leurs quartiers
d’hivernage terrestres (boisement, jardin, ripisylsous des feuillages). Ces derniers peuvent
étre assez loin du site de reproduction, allantmeyenne de 330 metres (Holenweg Peter,
2001) et exceptionnellement jusqu’a 15 km (Tunf@82), ce qui est une longue distance par
rapport aux autres amphibians, ces dernier étamictgaisés par une faible capacité de
migration (Blausteinet al, 1994; Holenweg Peter, 2001). Parfois, I'hivernagéeu dans

I'eau au fond des étangs, mares, bras morts, notanpourP. ridibundus

2.1.3. Statuts réglementaires de protection

Les grenouilles vertes sont toutes protégées, @hamont tous les amphibiens sur le
territoire francais. La Liste rouge des especesatéss publiée par 'UICN est importante,
car bien que n'ayant aucune valeur |égislativee et élaborée par un comité d’experts
scientifiques, et sert de référence pour tousdetes réglementaires en France, ainsi qu’en

Europe (Figure 2.1). Les grenouilles de LessonalestPerez sont classées NT (quasi
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menacée), les rieuses et grenouilles vertes LCo¢ptpation mineure, car peu de risque
d’extinction en France), tandis que la grenouille draf est classée DD (données
insuffisantes). D’aprés la liste rouge des vertglol@ France, seules les 3 espéces parentales
sont « a surveiller ». Dans la directive habitaflL882 la rieuse et les 2 hybrides sont classées
en annexe V (Espéces animales et végétales daptditation doit faire I'objet de mesures
de gestion), tandis que la Lessona et la pereneexa IV (especes animales et végétales a
protéger strictement). Selon la convention de Beefles sont toutes classées en annexe llI,
ce qui signifie que ce sont des espéces dont dgapbn doit étre réglementée en vue de leur
protection. Le journal officiel (JO) de la répuhliest le texte le plus récent, classant les taxa
des deux complexes hybridogénétiques dans difiésecatégories. Les especes parentales
Lessona et Perez sont protégées par I'article @ukerestrictif (alinéa I. interdit la destruction
ou I'enlévement des ceufs et des nids, la destrydaamutilation, la capture ou I'enlévement,
la perturbation intentionnelle des animaux damsileeu naturel ; Il. Interdit I'altération ou la
dégradation des sites de reproduction et des deagpos des animaux, la détention ; Ill.
Interdit le transport, la naturalisation, le colage, la mise en vente, la vente ou I'achat,
I'utilisation, commerciale ou non des spécimens).r&anche, les 2 hybrides sont régis par

I'article 3 (alinéas | et Ill), et enfin, la rieugar I'article 4 (interdits la mutilation, et a)lll

Tableau 2.1 Statuts législatifs et degré de menace des&bdexgrenouilles vertes étudiés. En
gras, les statuts de protection les plus stricts.

Listes et textes législatifs

Livre rouge Directive JO dela Liste Rouge
Taxa des Vertébrés Convention Habitat République dell UCN

de France de Berne de 1992 de 2007 de 2008

P. rldlbun.dus. A surveiller Annexe Il Annexe V Article 4 LC

la grenouille rieuse

P. Iessonfa\e A surveiller Annexe I Annexe IV Article 2 NT

la grenouille de Lessona

P. Kl escglentus Annexe Il| Annexe V Article 3 LC

la grenouille verte

P. perezi . A surveiller Annexe I Annexe IV Article 2 NT

la grenouille de Perez

P. Kl. grafi Annexe lll Annexe V Article 3 DD

la grenouille de Graf
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2.2. Description des zones d’études

2.2.1. L’Argonne Ardennaise

La zone d’échantillonnage des Ardennes se situs iasud du département, ou les
deux especes de grenouilles vertes ainsi que Ithgytsont connues pour étre présentes. Elle
se concentre autour du massif forestier de la GaoreBois (Figure 2.4), est bordée a I'Est et
au Sud par l'Aisne, et représente une surface @¢@ma1000 km2 (34 km du Nord au Sud, et
32 km d’Est en Ouest).

PA | I
ed'eau

Capture + analyse d'eau ® Analys ® capture

Figure 2.4: Carte IGN représentant la zone d’étude de I'ArgoArdennaise.

Le relief est vallonné et l'altitude moyenne estab0 m (de 100 a 350 m d’altitude).
Cette zone est caractérisée par une diversité gagsassez importante, ou I'on retrouve des
foréts de pins, de feuillus, mixtes, des prairi@supees, de fauche, un peu de bocage, des
zones cultivées plus ou moins grandes, et uneevalléviale (celle de I'Aisne). C’est une
région rurale, faiblement peuplée (environ 10 laaiig au km?), dont la population est
répartie en petits villages isolés. L’Argonne asimaise a un climat de type semi continental,

caractérisé pas des hivers longs et une forte ardplthermique diurne 'été.
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Tableau 2.1 Numéro, nom, commune et coordonnées géographipeesites échantillonnés
dans la zone étudiée de I'Argonne Ardennaise. beegen jaune sont les sites ou il y a eu
capture et analyse d’eau, ceux en vert uniquenela dapture, et ceux en bleu uniqguement

des analyses d’eau.

N°  Code Nom du site Commune X Y

1 AAa Bras Mort de I'Aisne a Savigny-sur-Aisne 774950 f5101739)

2 AAc Bras Mort de I'Aisne ¢ Savigny-sur-Aisne 774665 it

3 ABG Mare entre "Boult-Germont" Boult-aux-Bois 782880 986840

4 ABN Mare de "La Barbonne" Le Chesne 775390 2503350
5 ABT Mare de "Boult-aux-Bois" b Boult-aux-Bois 781221 93479

6 ABU Etang Buard Domaine de BelVval BelVval 796930 2502775
7 AGE Grand Etang au domaine de BelVal BelVal 796515 2831

8 AHa Etang d'Harricourt a Harricourt 788525 2495710
9 ALL Etang de "La Linette" La Croix-aux-Bois 780468 2398

10 | AO73  Orniére du Bois Communal de Senuc Senuc 784638 12833
11 | AO74  Orniére du Bois Communal de Senuc Senuc 784828 83832
12 AOU Etang de "L'ouvions" Falaise 776583 2490238
13 AROC Mare du Rocan Briquenay 782140 2491150
14  ASH Sabliére d'Harricourt Harricourt 788375 2495750
15 ASP Etang de "St-Pierremont" d St-Pierremont 789455 1236

16 ATG Tourbieres de Germont Germont 785480 2496670
17 AZBZ Zone Humide de "Bouzine" Vandy 771665 2495325
18 ATO Mare de "La Tuile" Le Chesne 777803 2502853
44 ALP Etang "les Plaines” Boult-aux-Bois 780403 492348

45 ASL Etang de "Sous Lapion" Briquenay 784851 2290

47  ABO Etang de "Beaurepaire" Olizy-Primat 779304 48@128

51 APA Etangs de "Le Paradis" Olizy-Primat 775808 487018

55 APV Etang du "Prés de Vandy" Longwé 778303 28801
57 ALY Etang de "Livry" La Croix-aux-Bois 778743 421753

58 ABTa Mare de "Boult-aux-Bois" b Boult-aux-Bois 81206 2495876
60 ANA Etang de "La Noue Adam" Ballay 775908 249340
61 ATU Etang "La Tuilerie" Toges 776703 2495503
63 AGBa Etang de "Gueule de Barnould" a St-Pierremont 78758 2500995

66 AMN Etang du CERFE Boult-aux-Bois 781221 2495779

76 ABM Etang du "Bois du Moulin" Olizy-Primat 779709 486495

77 ABR  Etang du "Bois des Roches" (La Zanne) Falaise 775001 2489011
78 AERa Etang des "Ermitiaux” a Longwé 778558 2490243
79 ACHa Etang de "Chestre" a Le Chestre (Vouziers) 3234 2492808
80 ALF Etang de "La Fontaine" Toges 777388 2494148

Bien gu’ayant un réseau hydrographique peu dévélopptre zone d’étude compte

guelques zones humides, et est particulierememt Bo mares et plans d’eau. La majorité des

ces derniers datent de la fin de la seconde guneoreliale, époque a laquelle de nombreux

propriétaires terriens ont creusé les sols afim @gtraire des matériaux de construction, ou

de constituer des réserves pour abreuver le bétaillutter contre les incendies en zone

forestiere. Pas moins d’'une centaine de « pieceauds (zones humides, mares, étangs et

lacs) ont été identifiées lors de notre phase dsparction. Cette zone d’étude est située dans

la région agricole de I'Argonne, dont la Surfaceridgle Utile (SAU) représente 59,4% du

total des terres (31,6% de prairies et 27,8% dmdecultivées), le reste étant recouvert

majoritairement par la forét, qui représente envid®% du total des terres (données 2003
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DDAF 08 ; http://ddaf.ardennes.agriculture.gouv.fr). L’adivsylvicole reste essentielle dans
cette zone. Les massifs forestiers, notamment cEua Croix-aux-Bois, sont domaniaux,
gérés par 'ONF, et exploités par de nombreux engreeurs privés. On y retrouve des sites
classés NATURA 2000 et des Sites d’Intérets Conautaires (SIC), le marais tourbeux de
Germont-Buzancy (FR2100287), et les prairies devddiée de I'Aisne (FR2100298)

(http://natura2000.environnement.gou.fr

Figure 2. 5 Photos de quelques sites suivis. a) mare féresti3 AROC, b) étang tourbeux
16 ATG, c) orniere forestiere 11 A074, d) zone hiertemporaire dans la vallée de I'Aisne

17 AZBZ, e) mare de jardin 5 ABT, f) ancienne safgil4 ASH, g) mare en prairie paturée 4
ABN, h) ancien lit de I'Aisne 2 AAc.

D’avril a juillet 2007, un suivi de 34 sites los#ls dans notre zone d'étude a été
effectué (Tableau 2.1). Il s’agit de piéces d’'eaariées, de type mare en prairie paturée,
mares et orniéres forestiéres, étang en tourbias@bbe encore exploitée, étang de péche,
mare de jardin, zones humides dans la vallée der®(Figure 2.5). Parmi ces sites, afin
d’étudier le peuplement en grenouilles vertes, nawsns procédé a une campagne
d’échantillonnage intensif sur 18 sites. En palall@éine analyse de parameétres physico-
chimiques de 16 nouveaux sites et 14 des 18 siteméllonnés a été effectuée (Figure 2.4).
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2.2.2. L’Anjou

La zone d’étude située dans le Maine-et-Loire @sdlisée au centre du département,
ou les taxa de grenouilles vertes lessonaeet P. kl. esculentusont présents (Mourgaud,
Pailley, 2005), tandis qu®. ridibundusn’est que suspectée. Elle se concentre autour
d’Angers, aux portes de 3 vallées aux paysagegs/agi représente une surface d’environ
14000 km2 (Figure 2.6). Contrairement a I'’Argonfianjou comprend tres peu de foréts,
juste quelques bois épars. La SAU représente 65%4eles totales du département, ou les
activités principales sont la viticulture, I'hontiiture, et I'élevage, le restent étant constitué
essentiellement de zones urbaniséaspy/fdsead49.)x. C’est une région urbaine et

dynamique, avec une densité d’environ 107 habitantkm2. L’Anjou possede un climat
tempéré de type océanique, caractéerisé par desshdaux et des étés frais, avec peu

d’amplitude thermique.

gl et
ey —

Capture + analyse d'eau @ Analyse d'eau

Figure 2.6: Carte IGN représentant la zone d’étude de I'Ainjo
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Tableau 2.2 Numéro, nom, commune et coordonnées géographitpeesites échantillonnés
dans la zone étudiée de I’Anjou. Les codes en jaontles sites ou il y a eu capture et
analyse d’eau, et ceux en bleu uniguement dessamtieau.

N° code Nom du site Commune X Y

20 MBD1 mare dans le "Bois de Davy"l Le Thoureil 40983 2267007

21 MBD2 mare dans le "Bois de Davy"2 Le Thourell 40881 2266914

22 MBMC1 mare dans le "Bois Marchais Creux" 1 Gennes 404522259151

23 MBMC2 mare dans le "Bois Marchais Creux" 2 Gennes 404632259095

24  MBR mare dans le "Bois de Roux" Luigné 391588 22876
25 MCH mare a chevaux Villevéque 389396 2288209
26 MER zone humide "Ermites" Villevéque 393177 2287876
27  MJU mare "les Jubeaux" Denée 376994 2270534
28 MLC mare "Courte" La Bohalle 395163 2272553
29 MME zone humide de "mMdrs-Erigné” Mdars Erigné 38364 2270764

30 MMH mare du "Bois Menhir" Le Thourell 402258  226B26
31 MSE1l étang de Seiches/ Loir 1 Seiches-sur-le-Loir 94326 2294960
32 MSE2 mare de Seiches/ Loir 2 Seiches-sur-le-Loir 5130 2295611
67 MCU étang de Cunault Gennes 406294 2261436
68 MCR mare "Craon" Villevéque 390194 2288229
69 MCA mare "Calvaire" St-Jean-de-La-Croix378970 2271501
70 MRE zone humide "Réservoir" Brain-sur-I'Authion 393361 2274911
71 MSE3 étang de Seiches/ Loir 3 Seiches-sur-le-L0i394759 2294769
72 MSE4 étang de Seiches/ Loir 4 Seiches-sur-le-L0i394568 2295603
73 MTH mare "a Thierry" Villevéque 390288 2288104
74 MVE mare "aux vétements" Briollay 385085 2289586
75 MMA mare "marottiére" Briollay 384072 2289962

La zone d'étude est caractérisée par un réseawdmnaphique trés dense, comptant
pas moins de 12 riviéres, et est traversée paoita Lplus long fleuve francais (plus de 1 000
km). Ce dernier compte parmi les cours d’eau lemsnaménagés d’Europe ce qui permet la
présence d'une grande variété de milieux semi-hemigrofitant a de trés nombreuses
especes animales et végétales, remarquables padileusité et souvent leur rareté. Les
méandres du fleuve et de ses affluents ainsi cquadavités humaines créent de nhombreux
bras morts (appelées aussi boires), des étangs ehares, dont I'alimentation est assurée par
de fréquentes inondations. Ainsi, la portion dedae entre Sully-sur-Loire dans le Loiret, et
Chalonnes-sur-Loire en Maine-et-Loire a été insaiit patrimoine mondial de 'UNESCO en
2000 fttp://whc.unesco.oig

Dans la partie Est de la zone étudiée, la Loitedeg)ée par 'aménagement d’'une
levée initiee sous Henri Il Plantagenét, laissantentrebas le Val d’Authion. Cette zone a
traditionnellement une vocation agricole, graceadelrtilité des sols et la Loire, avec des
cultures de type pommeraie et maraichage.
En aval de ce site, de vastes plaines dessinésdalanlcaire laissent place a une vallée plus

étroite ou coule de maniere permanente un braa deite, le Louet. Cette seconde vallée a
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été le lieu dans les années 1970 d'un plan d’amedneagt agricole, réorganisant le paysage
pour une fonction productrice affirmée. Elle eshcl@omposée de grandes zones de cultures
intensives.

Au Nord d’Angers, les eaux du bassin versant Magersarthe et Loir convergent
pour former la Maine. Cette zone, ou l'activité esgtelle a été durant longtemps la
populiculture, est la premiére zone francaise otéiementation boisement est passée au
dessus du droit de propriété, afin de limiter l#tecactivité pour maintenir une certaine
hétérogénéité de la matrice paysagere. Ces valpgedées Basses Vallées Angevines (BVA),
sont particulierement suivies, car on y retrouve égpeces a forte valeur patrimoniale (réale
des genets, barges a queue noire). Afin de conseggeespaces naturels et de les inclure dans
les politigues environnementales, ce site est €lassmme zone humide d’importance
internationale (convention RAMSAR), et au niveauopgéen comme zone Natura 2000
(FR5200630 et FR5210115) (http://natura2000.enwieament.gouv.fr).

D’avril & juillet 2008, un suivi de 28ites localisés dans ces 3 vallées autour d’Angers
a eté effectué (Tableau 2.2). Les pieces d’eawiesusont de type mare en prairie paturée,
mare forestiére, étang ancienne carriere, étarggdee, mare d’agrément, bras mort (annexe
hydrauliqgue connectée en aval a la Loire) (Figur@. Parmi ces sites, 13 ont été inclus dans
notre campagne d’échantillonnage de grenouilletesget les autres ont fait I'objet d’'une

analyse de paramétres physico-chimiques (figure 2.6

Figure 2. 7 Photos de quelques sites suivis. a) étang de achMCU, b) mare forestiere 30
MMH, c) mare en prairie paturée 68 MCR, d) mareamiere d’extraction de graviers 32
MSE2, e) zone humide temporaire dans les BVA, 728\ boire alluviale dans la vallée du
louet, 29 MME, g) mare en prairie de fauche 28 MLC.
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2.2.3. Les sites annexes

2.2.3.a.L1edYeu
Un inventaire en grenouilles vertes a été réalisésmares (33 et 34) localisée au coeur de
I'lle d’Yeu (Figure 2.8). Les échantillons ont @gllectés par 2 étudiants en stage au sein de
notre laboratoire. Cette ile vendéenne, a 2h deabatlu continent, est peu urbanisée et est

restée relativement naturelle et sauvage.

2.2.3.b. La réserve du Massereau
Une étude du peuplement en grenouilles vertes afigétuée durant le printemps 2009 dans
la réserve du Massereau a la demande de la déeghgiLoire Atlantique de 'ONCF. Cette
zone humide est localisée dans la commune de Paimfileau niveau de I'estuaire de la Loire
(Figure 2.8).

2.2.3.c. L’étang du Loch
Cet étang a fait I'objet d’'un inventaire en gretiesi vertes durant le printemps et I'été 2008
et 2009, a la demande de la Fédération des Chasseorbihan. Ce site, d’'une superficie
de 80 ha, est localisé dans le Morbihan, prés deehip en zone littorale. Il est classé
ZNIEFF de type 1, NATURA 2000 (FR5300059), et RéseNaturelle Régionale (Figure
2.8).

2.2.3.d. Bois d’Avaugour
Une étude du peuplement en grenouilles vertes afféuée durant le printemps 2007 dans
le Bois d’Avaugour a la demande du bureau d’étuB®B-GINGKO (Figure 2.8). Ce site est
localisé dans la commune de Lanrodec prés de Guing@ette forét, recemment achetée par
le Conseil Général des Coétes d’Armor, fut longterapploitée pour son bois ainsi que son
substrat sableux, comme le témoigne la présenpdudurs anciennes carrieres d’extraction

(dont la mare étudiée).
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e Google®

E Zones de capture

Figure 2. 8 Orthophotos aériennes des « sites annexes is.sajle d’Yeu, b) Réserve du
Massereau, c) Etang du Loch, d) Bois d’Avaugour.

2.3. Les campagnes d’échantillonnage

Les campagnes d’échantillonnage ont eu lieu duepériode de reproduction des
grenouilles vertes, qui s'étale d’avril a juillettd (Duguet, Melki, 2003), dans les Ardennes
durant I'année 2007 et dans le Maine-et-Loire ef820_es individus ont été capturés
essentiellement de nuit, durant leur pic d’activiéé la main essentiellement ainsi qu’a
I'épuisette. Pour avoir un nombre suffisant d’indiss (au moins 30), 1 a 2h de prospection
étaient nécessaires selon les sites. La localisdis 18 sites de capture dans les Ardennes et
des 13 sites dans le Maine-et-Loire est visiblaufeig 2.4 et 2.6. Les individus capturés ont
été stockés dans des sacs en toile humidifieeBegar du site afin qu’ils ne se déshydratent
pas et pour éviter les potentielles blessuregnitsté placés dans un seau fermé (un seau par
site), et transporté jusqu’au laboratoire, ou dsgaient la nuit (Figure 2.9).
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= - —|
Figure 2.9 Photos des différentes phases de captures eteti@t®ons. a) capture de
grenouilles de jour, b) sac de transport des iddivicapturés, c) anesthésie transcutanée, d)
mesures morphométriques, e) prélevement de cebulesales, f) bac de réveil.

Le lendemain de leur capture, chaque individuéaaéesthésié a I'aide de MS222 (m-
aminobenzoic acid ethyl ester methansulfonate)eacamcentration de 1g/L (Cakir, Strauch,
2005). Cette solution passe dans le corps de lanén transcutanée, et est efficace durant
environ 1h30, nous laissant le temps de procédeetapes suivantes tout en veillant le plus
possible au bien étre de I'animal (Bergtral, 1994). Une fois anesthésié, 3 prélevements
ont été effectués sur chaque individu. Les 2 phlygardistales (P2 et P3) du doigt 4 du
membre postérieur droit furent prélevées puis kadiiées » en séparant les muscles et la
peau de I'os. Ce dernier a été placé dans un feneorf & température ambiante contenant
de I'éthanol a une concentration de 70%, afin deerdéner ultérieurement I'age des
individus par squelettochronologie (Miaud, 1992imyaz et al, 2005), tandis que les parties
charnues ont été placées dans un tube contendietidelistillée et stockées au congélateur a
-20°C dans le but deffectuer d'éventuelles anays#iozymiques (Hotz, 1983; Uzzell,
Berger, 1975). Dans un 3eme temps, un prélévemecaba été effectué a I'aide d’'un coton-
tige (Pidancieret al, 2003) (Figure 2.9). Le coton a été placé danstulre eppendorf
contenant de I'éthanol a 70% et conservé a tempérambiante (Poschadel, Mdller, 2004),
afin de procéder aux analyses moléculaires ultdameant (Broqueet al, 2007; Goldberget
al., 2003; Miller, 2006).

Ensuite, une phase d'observation a été réalisieda sexer 'individu, noter dans le
cas d'une femelle son état de gravidité (gravidenon), observer certains critéres pouvant
aider a une identification morphologique, et langie en photo (face ventre, dorsale, et
latérale). Enfin, des mesures morphométriques tineffectuées (Figure 2.9), incluant une
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pesée de chaque individu (balance de précision,@kg)) la mesure a l'aide d’'un pied a
coulisse de la longueur du museau jusqu’au clo§gneot vent lenght : SVL), la longueur du
tibia, et la longueur du tubercule métatarsien.dDeamesure a été relevée 2 fois, afin d’éviter
les risques d’erreurs. Les individus mesurant maies40 mm en SVL ont été considéré
comme des juvéniles (Holenweg Petéal, 2001).

Apres toutes ces étapes, chaque grenouille daégodans un bac de réveil (32 cm x
32 cm x 55 cm), au fond tapissé de mousse humidmneenant un bac d’eau dans lequel les
grenouilles éveillées pouvaient s'immerger (Fighr@). Ces dernieres ont été relachées dans
leur site d’origine, sur le lieu exact de captueesoir suivant, soit un peu plus de 24h aprés
leur réveil. L'anesthésiant étant normalement éstant éliminé de leur organisme en 8h vue
la dose utilisée (Cakir, Strauch, 2005), ce délmisnassure un bon état de l'animal au

moment de son retour dans le milieu naturel.

Pour les échantillons venant des sites annexegrdaédure a été légerement
différente. Suite a leur capture, seul un prélevende cellules buccales a été effectué, sur
place, nous permettant de relacher les individetoges minutes aprés leur capture. Aucune

ablation de phalanges ni aucune données morphgueésrn’ont été collectées.

2.4. Caractérisation de I’habitat

2.4.1. Habitat et étude paysagere

Chaque site ou ont été échantillonnées des gréemuikbrtes a fait I'objet d’'une
analyse, afin de mieux définir et mieux comprenkd® exigences écologiques de chaque
taxon. Pour se faire, une fiche « Habitat et Paysag été élaborée, spécifique au cas des
grenouilles vertes, en se basant sur d'autreegighré existantes (fiche du Pdle Relais «
Mares et Mouilleres », « Fiche régionale d’invergailes mares » diffusée en 2007 par le
Conservatoire Fédératif des Espaces Naturels deeBéarmandie), et modifiée en prenant en
compte des études scientifiques (Ficetola, De Bdrn2004; Oertliet al, 2005; Scribneet
al., 2001), afin de standardiser la prise de donn&esdxe J). Cette fiche renseigne diverses
rubriques telles que 1) les caractéristiques hgdiques du site, tel que sa temporarité, le
nombre de connexions, ceci afin d’estimer les dors éventuels; 2) le type de site
(déterminé selon le code Corine Land Cover), sopogiXion au soleil et la nature du

substrat ; 3) I'état du site, avec une caractéosates berges, et la végétalisation du site ceci
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afin de savoir s’il s’agissait d’'une mare en voeefdrmeture ou d’un site stable. L’entretien
du site qui peut étre d’origine anthropique (curdgachage des berges) ou d’origine animale
(paturage) a été noté. L'utilisation passée etalletide la mare, déterminée grace a une
enquéte aupres des propriétaires, ainsi que l'adniE® au site nous permettait aussi de
distinguer les mares d'intérét socio-économiquefinEna derniere partie de l'analyse

paysagéere est centré sur le milieu environnant itku dans un rayon de 50m et 250m
(périmétre visible a I'ceil nu), afin notamment déenx définir la matrice paysagere. Les
renseignements a indiquer sont le nombre d’habitati de voie ferrée, de routes et

I'occupation du sol par exemple.

2.4.2. Les parametre physico-chimiques

Les paramétres abiotiques et plus particuliererpbgsico-chimiques jouent un réle
non négligeable dans la répartition, la croissatd&volution des populations tant animales
que végétales (Dajoz, 2006).

Nous avons réalisé un suivi de quelgues paramatieda plupart des sites ou ont été
prélevées nos grenouilles vertes, plus quelques aidditionnels, afin dearactériser les sites
de reproduction des grenouilles vertes, et d’évaindirectement les menaces potentielles
portant sur ces sites.

Deux plannings de préléevements ont été réalisés :

1. Dans un premier temps, une campagne de terréti@ géalisée une fois par mois durant 3
mois conseécutifs dans les Ardennes, et durant 2 mhans le Maine-et-Loire. L'objectif de
cette campagne fut de prélever en un minimum destg@h) de I'eau dans chaque site suivi,
en changeant tous les mois l'ordre de prélevenadim,de comparer les données entre les
sites. Ainsi, 3 équipes se sont partagés la canepadalisée entre 7h et 9h du matin, moment
ou les parametres sont encore relativement stéDleli et al, 2005). Pour chaque site, 1,5
litre d’eau a été prélevé dans une bouteille @éai’une perche de 1,5 metre (la moitié avec
de I'eau de surface, l'autre a plus de 50 cm déopdeur), I'eau remplissant totalement la
bouteille. Celle-ci a été placée dans une gladeéreemps de la mission, puis stockée au
réfrigérateur a 4°C et a I'abri de la lumiéere jusgx analyses, ceci afin d’éviter I'altération
des éléments a mesurer. En méme temps que le gm&ev d'eau, la température a éte
mesurée sur place, et I'heure du prélevement aactée. Une fois de retour au laboratoire, 7
variables ont été mesurées avec un photometren{@stli7500): Nitrates, Nitrites, Turbidité,

Phosphates, dureté totale, dureté calcique et woule plus, la concentration en ions H+
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(pH) et la conductivité (Careaga fuentes U. ,20Q) indique la capacité des ions a
transmettre le courant ont été mesurées par unuctintetre (Hanna combo HI 98129 — Hi
98130, SRH=0,01, et Slnqus= 1 US) (Figure 2.10). Le taux d’oxygene dissoassd’eau a

étée mesuré a l'aide d’'un oxymetre (Ponsel, SD=0d/Lin Enfin, I'alcalinité ou titre
alcalimétrique (TA) qui donne la teneur en alcalibses (OH-) et en carbonates et le titre
alcalimétriqgue complet (TAC) qui mesure la somme dlealins libres, des carbonates et des
bicarbonates ont été obtenus par une méthoderatgotit (dosages).

2. Une étude de la variation circadienne de cearénpetres a été réalisée, uniquement dans
les Ardennes, en juin et juillet : des mesures éiét prises entre 12 et 14h, et enfin entre
19h30 et 21h30. Ces données viennent complétasagllevées le matin une fois par mois, et

nous permettre d’'observer les variations de ceanpaires au cours d’une journée.

Figure 2.10. Photos du protocole d’analyse de I'eau. a) oxyed) spectrophotometre
Palintest 7500, c) conductimétre et pHmétre Hammabo, d) échantillons d’eau en cours
d’analyse.
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Chapitre 3

ldentification taxonomique a
I’aide d’outils moléculaires
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Introduction

La diminution de la biodiversité est devenue un&pcupation a I'échelle mondiale
depuis les années 1990 (Beelsteal, 2005; Blausteiret al, 1994). Dans ce contexte de
déclin, touchant particulierement les amphibierss, communauté scientifigue tente de
comprendre les causes de ce phénomene inquiéteatj¢et al, 2006; Careyet al, 2001;
Collins, Storfer, 2003; Cushman, 2006; Ficetola, Bernardi, 2004; Gallangt al, 2007;
Houlahanet al, 2000; Pasmanst al, 2006; Stuaret al, 2004; Swihartet al, 2003). Afin
d’étudier et d’évaluer 'ampleur de ce déclin, tempiére étape est 'identification de toute la
biodiversité existant actuellement. Connaitre lahesse spécifique totale, avec une
classification précise et correcte des especes| gime les especes cryptigues est donc
essentielle (Bickfordet al, 2007). La biologie moléculaire peut s’avérer éme oultil
important dans ce contexte, permettant de mefwarade nouvelles especes dites cryptiques,
car confondues auparavant avec d’autres espéecefaitide leurs morphologies non
distinguables. Les especes cryptiques sont soupeétentes au sein de complexes
d’hybridations, ce qui est cas notamment chez lesayiilles vertes européennes (Graf, Polls
Pelaz, 1989).

Le complexe hybridogénétique le plus répandu inygides especes parentales
Pelophylax lessona@amerano 1882 (la grenouille de lessona de géeadilyp P. ridibundus
Pallas 1771 (la grenouille rieuse de génotype RR)eur hybride hémiclonaP. klepton
esculentud.innaeus 1758 (de génotype RL) (Graf and Poll&P&b89). Présent tout d’abord
dans le Centre et I'Est de I'Europe, ce complex&emdue son aire de répartition jusqu’au
Nord-Ouest de la France. Cet hybride naturel a odentde reproduction particulier appelé
« hybridogéneése », ne produisant que des gametgsnemt le génome rieuse. Il coexiste
avec l'espéces parentale lessonaede laquelle dépend le maintien de sa lignée hgbrid
(Uzzell, Berger, 1975). L’hybrid®. kl. esculentugst trés abondant, et bénéficie de I'effet
d’heterosis qui se caractérise par sa grande vigetesa grande valence écologique, qui sont
supérieures a celles des especes parentalesdHaltz1999).

L’identification taxonomique de ces 3 taxa S’avérgortante pour au moins deux
raisons :

- d’'une part en terme de gestion conservatoirggmuotent en France, car ils n’ont pas
le méme statut de protection législatif (Minist&te I'Ecologie, du Développement et de
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I'Aménagement durables, 2007), la grenouille dsdea étant plus protégée car plus menacée
que les 2 autres (Viét al, 2009),
- d’autre part pour la recherche, nombre de prdéscal’études nécessitent une

affiliation taxonomique fiable, rapide et la moingasive possible.

Jusque dans les années 1980, I'identification taxigue était basée sur deux méthodes, des
mesures morphomeétriques trés sophistiquées (Bet§66; Crochekt al, 1995), ainsi que
sur le chant (Roesli Marzia, 2000; Wychertgyal, 2002). Plusieurs études ont montré que la
méthode morphométrique n’était pas assez robust@é(LPagano, 2000; Pagano, Joly, 1999;
Plotner et al, 2001), du fait notamment de leur capacité a sidgb, et de leur grande
ressemblance. L'identification par le chant a ausisérieuses limites, car seuls les males
adultes chantent, et de plus, de nombreuses wasataint au niveau local que régional on éte
observées (Pl6tnat al, 2001; Wycherleyet al, 2002). Les hybridations fréquentes entres les
espéeces parentales trés similaires rendent latisituplus complexe encore, car les hybrides
ont des caractéristiques morphologiques et vocakesmédiaires aux especes parentales.
Contrairement aux grenouilles vertes d'Anatolieletcentre de I'Asie, les especes centRale
lessonagP. ridibundus et leur hybride associé possédent des caraatewgshologiques et
bioacoustiques bien spécifiques permettant deimguer (Ginther, 1990; Plotner, 2005).
Toutefois, dans I'Ouest de I'Europe, ces méthodidentification sont inefficaces, du
notamment aux hybridations importantes entre gnéeeuautochtones et allochtones
(Holsbeeket al, 2008; Mezhzherin, Morozov-Leonov, 1997; Paganal, 2003; Plotneet

al., 2008; Schmelleet al, 2007; Vorburger, Reyer, 2003), conduisant a ®utee mosaique
de caracteresen effet, depuis la derniere décennie, de nombse&seridibundus en
provenance du bassin Méditerranéen ont été régmi@mt introduites par 'Homme en
Europe (Neveu, 2004; Neveu, 2009), rendant ces detkodes d’identification inefficaces,
car inadaptées. De plus, I'expression des différearactéres varie souvent avec I'age des
individus, les formes spécifiques étant moins méegwchez les juvéniles que les adultes.

Du fait de tous ces biais, seul les analyses ggredi permettent une affiliation
suffisamment fiable (Gutmaret al, 1994; Hotz, 1983). Depuis les années 1980, es da
groupe des grenouilles vertes sont identifiés geces allozymes, spécifigues de chaque
taxon (Hotz, 1983; Uzzell, Berger, 1975; Uzzell t+d979). Les plus couramment utilisées
sont la LDH-B (lactate déshydrogénase ; E.C.1.1)1120-GDH (glucose déshydrogénase ;
E.C.1.1.1.8), la MPI (mannose-6-phosphate isoméraseE.C.5.3.1.8), la PGM-2
(phosphoglucomutase ; E.C.5.4.2.2), la GCDH (glecakshydrogénase), la GAPDH
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(glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase ; R.C.12), la 6PGDH (6 phosphoglycérate
déshydrogénase), et I'ADH (Alcool Déshydrogénasde.C.1.1.1.1). Néanmoins, cette
méthode d’affiliation est trés invasive, car ebguiere un fragment de tissu (peau, muscle ou
foie), nécessitant au mieux I'ablation d’'un doigbjr méme le sacrifice de I'individu. Les
scientifiques tentent donc de mettre au point dewvelles méthodes d’identification
moléculaires a une échelle trés fine, utilisant N issu de simples prélévements
salivaires (Pidancieet al, 2003). Plusieurs marqueurs moléculaires ont atésidéveloppés
depuis quelques années, d’origine mitochondrialec des séquences ND2, ND3 (Ploteer
al., 2008), ou nucléaire, essentiellement des micetidas (Garneret al, 2000; Holsbeelet
al., 2009a; Holsbeeket al, 2008; Zeisset, Beebee, 2000), mais aussi RanaTRSAI-1
(Plétneret al, 2009).

Ce chapitre dédié a la geénétique des grenouilletes/eprésente le résultat de
I'identification des échantillons collectés dan#fé&lentes régions de France basée sur des
méthodes de biologie moléculaire. Dans une prempamgie, je présenterai la nouvelle
méthode d’affiliation du complexe Nord des grenlesilvertes Européennes, utilisant le
principe de la méthode RFLP sur la séquence IT62létaillant la phase de mise au point,
puis les résultats de l'analyse des échantillorifeatés durant la thése. Puis, dans une
seconde partie, les microsatellites seront utilefésde réaliser une identification spécifique,
mais aussi et surtout afin de voir si ces marqueats permettent une analyse plus fine, en
mettant en évidence I'existence de différenteséégnhybrides potentielles au sein Begl.

esculentus

3.1. Identification des grenouilles vertes du compke P. esculentus

grace a la méthode PCR-RFLP sur la région ITS2

Ce travail a donné lieu a publication dans Molecuzolology Resources (Patrelle et al., in

press) en Annexe 2.

Travaillant a I'échelle spécifique, I'objectif ed€laborer une méthode d’identification
des différents groupes (especes et hybrides) deogitkes vertes rapide, efficace, peu
onéreuse, et surtout moins invasive que la métlledeéférence utilisant les allozymes. Un

certain nombre de marqueurs moléculaires ont &émiévidence, mais ils ne répondent pas
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a ces critéres. Afin d'identifier les deux espedesgrenouilles du Nord de I'Europe, mais
aussi et surtout les hybrides, I'utilisation d’'wéguences d’ADN nucléaire est indispensable.
Ainsi, I'objectif de ce chapitre est de mettre ainp une nouvelle méthode d’identification
des grenouilles vertes du compldXeesculentugavec la séquence nucléaire ITS2 en utilisant
la technique de PCR-RFLP. Cette méthode sera testgatir d’échantillons de muscles,
comme l'ancienne méthode de référence, ainsi gatéirpd’échantillon de salive, afin de

vérifier ci ce mode de prélevement, moins invgsijt se substituer a une amputation.

3.1.1. Mise au point d’'une nouvelle technique diifecation

3.1.1.1. Introduction

L'’ADN ribosomal, localisé dans le noyau, est uoare source d’'informations car les
régions fonctionnelles produisant les ribosomed $@anitement conservees, tandis que les
espaceurs transcrits ou non ont une variabilitgr iat intra-spécifique élevée (Gottschlieg
al., 2005a; Gottschlingt al, 2005b; Li, Wilkerson, 2007; Schaet al, 2003). Ces derniers
sont intéressants pour des études de phylogémedafkpliquer les relations entre espéces
ayant recemment divergé, ainsi que pour liderdifin d’especes morphologiquement
similaires (Josephet al, 1999; Nikoloudakiset al, 2008), notamment dans le cas de
complexes d’hybridations (Malécet al, 2009). Parmi eux, ITS2 est la sous-unité n°2 d’'un
espaceur interne transcrit (Internal transcribegceps subunit), présent en de nombreuses
copies dans I’ADN, et porté par plusieurs chromas®rfautosomaux et sexuels). Malgré le
fait qu’ITS2 montre des variations de longueur éguences importantes parmi les vertébrés,
sa taille reste relativement homogéne au sein dguehgrand groupe d’espéces (Jospdl,
1999). De plus, I'une des caractéristiques les mnsarquables est que ces paralogues sont
assez homogénes au sein de l'individu, ce qui esh diévolution concertée (Encart 3.1)
(Joseptet al, 1999; Nikoloudaki®t al, 2008). Cette région de 'ADN a donc été utiliséa
d’identifier les différentes espéces de grenouileges présentes dans I'Ouest de I'Europe.
Pour cela, la méthode d’analyse utilisant le polgzhsme de longueur de fragments de
restriction (RFLP) a été testée. Cette techniqueose sur l'utilisation d’enzymes de
restrictions qui reconnaissent systématiquement zbeges nucléotidiques spécifiques de
I’ADN, appelées « sites de restrictions », et legpent, permettant de mettre en évidence
certaines variations au sein des séquences d’ADADN ainsi digéré est soumis ensuite a

une électrophorese sur gel d’agarose permettarsiegarer les fragments d’ADN de taille
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différente. Cette méthode est trés souvent empladreelle est simple, rapide, efficace, et
peu codteuse (Tagu, 2003).

Encart n°3.1 : L’évolution concertée

Il s’agit d’'un processus qui homogénéise les ganeki-copies, tel qu’lTS2, entrainant au
fils du temps une trés faible variation au sein geBvidus (Nikoloudakiset al, 2008).
L’évolution concertée est due a une conversionggénfaisant intervenir une recombinaigon
afin de remplacer une séquence par une autre xBampde, si deux copies d’'ITS2, présent/en
millier d’exemplaires dans I'ADN, ont divergé, oetmouvera deux séquences identigues
aprés lintervention de [I'évolution concerté (Harrg008). On retrouve parfois un
polymorphisme intra-individuel lorsque I'évolutiotoncertée est incomplete, ou ne peut
intervenir entre paralogues portés par des chromesamon-homologues, ou dans des |cas
d’hybridation (Muiret al, 2001). La phase ou ce mécanisme intervient esizasal connue,
seules quelques études I'ont observé au courdatrdéiose.

3.1.1.2. Matériels et méthodes

3.1.1.2.a. Séguencage de ITS2

Des échantillons de muscles ont été prélevés $ugrénouilles vertes collectés par
I'équipe de Plotner, venant de 28 localités situéasEurope ainsi que dans le bassin
méditerranéen, afin d’étudier le polymorphisme déguences ITS2. Les échantillons de
muscles étant stockés dans de I'éthanol pour me&sewu mieux I'ADN, trois étapes de
rincage a l'eau distillé durant 48h ont été réaliagant I'extraction de I'ADN génomique,
effectué en utilisant les kits « QIAmp blood ansktie » (Qiagen GmbH). Une réaction de
polymérisation en chaine (PCR) est ensuite effectatn d’amplifier le segment ITS2
souhaite, a l'aide d’'un couple d’amorces ITS2-Hin  5- (
GGATCACTCGGCTCGTGCGTCGATGAAGR et ITS2-Rick (5-
CGGGGATTCGGCGCTGGGCTCTTCQCPIlotner, Ohst, 2001) dans un thermocycleur
iCycler® gradient (BIO RAD). Cette réaction estlig@ dans un volume total de 37 pl
contenant 0.24M de chaque amorce, 0.27 mM de chaque dNTP, 1.35sMgC}, 7 ul de
Q-Solution, et 2 unités d&aqDNA polymerase (Promega).

Le protocole PCR est le suivant : une dénaturatitiale a 96°C durant 3 minutes, suivie de

40 cycles constitués d'une phase de dénaturatid®6 &C durant 30 s, d’'une phase

d’hybridation a 64 °C durant 20 s, et d’'une phasxtdnsion a 72 °C durant 50 s, pour
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terminer par une élongation finale & 72°C durantibutes. Les fragments ITS2 sont ensuite
isolés des autres séquences parasites en sounefanduit de PCR a une électrophorese sur
gel d’agarose au bromure d’éthidiuanl,4%, suivi d’'une purification des bandes sodiesit
grace au kit de purification de produit de PCR QI (Qiagen). L’étape de séquencage a
été effectuée en utilisant le kit Big Dye Termimatdpplied Biosystems). Les produits de
PCR sont ensuite séparés dans un séquenceur A&h RT7 (Applied Biosystems), en

utilisant un marqueur de taille genescan 500-L£2& standard avant d’étre analysés.

3.1.1.2.b Analyse des séguences ITS2

Les séquences nucléotidiques ITS2 obtenues lols gemiere étape ont été alignées
a l'aide du logiciel BioEdit Sequence Alignment tedi 7.0.5.3 afin d’observer leur
polymorphisme inter et intra spécifique. Cette étajeffectue a I'ceil pour faire correspondre
un maximum de nucléotides d’'une séquence a l'ades.séquences ont été utilisées afin de
construire un arbre phylogénétique le plus parcimon Les parameétres du modele pour les
recherches de probabilité ont été estimées a IMmtieltest V.3.7 (Posada, Crandall, 1998),
qui compare la véracité de l'ajustement des modeétesitilisant des tests du rapport de
vraisemblance. Des arbres phylogénétiques ontd#tétruits en utilisant des parametres du
modele choisi. L'analyse du maximum de vraisemldaacété réalisée en utilisant le
programme PHYML (Guindon, Gascuel, 2003). La robsst de I'arbre a été évaluée par
analyse de bootstrap (Felsenstein, 1985), en a@alidl000 itérations. Ensuite, le
polymorphisme inter-spécifique a été mis en évidergrace a la méthode RFLP
(polymorphisme de longueur de fragment de restngtien utilisant le logiciel CLC
Combined Workbench version 2.2.4., permettant dgete« virtuellement » différentes
enzymes de restriction. L'objectif est donc de «@ener des enzymes ne coupant
spécifiguement que les séquences portées pardesduns du groupeidibundus et d’autres
que les séquences spécifiquedPdéessonaegquelque soit le polymorphisme intra-spécifique,

suivant des critéres tels que leur efficacité, tiit, leur disponibilité, et leur stabilité.

3.1.1.2.c. Méthode RFLP sur ITS2

Cette nouvelle méthode d’affiliation génétique desnouilles vertes Européennes a
été comparée a la méthode d’identification taxompmiselon les marqueurs allozymiques.

Ainsi, 93 nouveaux individus ont été collectésFeance, et préalablement identifiés grace a
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4 marqueurs allozymiques (LDH-B lactate déshydragén E.C.1.1.1.27q-GDH glucose
déshydrogénase, E.C.1.1.1.8; MPI mannose-6-phasjg@nérase, E.C.5.3.1.8; and PGM-2
phosphoglucomutase, E.C.5.4.2.2). Il s’agit deP28essonae36 P. ridibundus and 31P.
esculentugPaganoet al, 2001a). Des échantillons de muscles ainsi queatiee ont été
conservés dans de I'éthanol 70%, et 'ADN fut exten utilisant la méthode de résine
échangeuse d’ions Chelex 5% (Waéthal, 1991). Une petite portion de la séquence ITS2 a
été amplifiée grace a une PCR, a l'aide d’'un nouvesuple d’amorces que nous avons
dessing, ITS2-WFL (5-TTCGTCCCCCGAAGGCCAGA-3’) et TS2-WFR (5-
CTTAAATTCAGCCCCTCGCC-3)). La PCR a été realisée slam volume total de 10pl,
contenant 0.24M de chaque amorce, 0.25 mM de chaque dNTP, 1.5deMgCh, 0.8 uM

de DMSO, et 0.4 unitéag DNA polymerase (Promega). Le protocole PCR estéme que
celui décrit pour I'étape de séquencage. Le progsi de la PCR est ensuite soumis a une
étape de digestion par les enzymes de restrict@actionnées lors de Il'analyse du
polymorphisme. Cette étape de restriction enzymatisge fait a 37°C durant 6 heures pour
chaque enzyme, dans un volume total de 12 ul, 2ydade produit de PCR ITS2, 3.6 unités
d’enzyme, 1mM de tampon (10mM Tris-HCI a pH 7.40@M de KCI, 0.1mM d’EDTA,
1mM de DTT, 0.5mg/ml de BSA, 50% de glycerol), @&t mM de BSA. Le polymorphisme
de taille des fragments d’ITS2 digérés est enqabservé grace a une électrophorese sur gel

d’agarose au bromure d’éthidium a concentration &%es bandes sont visualisées sous UV.

3.1.1.3. Résultats et Discussions

3.1.1.2.a. Séquencage de ITS2

Parmi tous les individus séquences, 29 sont duowpg P. lessonae-bergen,
comprenant lesP. lessonaeet les P. bergeri (Italie) et 60 font partie du « groupe.
ridibundus» (ridibunduslike water frog species) (Ohst, 2008), comprenesP. ridibundus
mais aussi des especes trés proches morphologiquemnallochtones, leB. kurtmuelleri
(Balkans),P. bedriagagLe Levant), et les grenouilles vertes d’Anatdke cf. bedriagag. A
l'issue de l'analyse du polymorphisme intra-groype$ séquences différentes ont éte
observées parmi le groupe lessonae-bergegéquencé, et 14 séquences différentes parmi le
grouperidibundusanalysé (Tableau 3.1) dont la répartition géogragha été cartographiée
(Fig. 3.1). Ainsi, on remarque que certaines seceeilS2 ont une localisation spécifique,

comme par exemple la séquence « R11 » qu’'on nedrgu’en Turquie, tandis que d’autres
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semblent assez communes, comme la ségquence « t&enpe dans de nombreux pays
(Allemagne, Russie, Roumanie, France, Pologne, niestadSuisse, Ukraine). Parmi les
séquencesidibundus on remarque que toutes celles localisées en Gréecge retrouvent
nulle part ailleurs (« RC11 » et « RC12 »), idenumples séquences syriennes (« RC9 » et
« RC10 »). Ces résultats de localisation sembletéréssant pour d’éventuelles études de
phylogéographie des grenouilles vertes, et pourtgieut étre permettre d’identifier I'origine

des différentes lignées de grenouilles vertes,motent de rieuses.
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Figure 3.1: Cartes représentant la localisation a I'échelimpéenne des différentes
séquences ITS2 mise en évidence lors de la phasédencage.
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Tableau 3.1 Alleles ITS2 (séquences) spécifiques pour lenguilles vertes des groupes
ribibundus(WFR) etP. lessonae-berge(WFL) avec le numéro d’accession correspondant
(GenBank), I'origine (localité, coordonnées) deadividus étudiés. Les alleles ont été
désignés selon la nomenclature de Ohst (2008).

Origin
Taxon/Group Allele Accession No Country Locality Latitude Longitude N
P. lessonae/P. bergeri  WFL1 HM445714 Germany Niemegk 52.08 N 12.70E 1
Germany Wernitz 52.57N 1292 E 1
France Ramiére 44.77 N 485E 1
Italy Carbonara 45.93 N 11.22 E 2
Sweden Uppland 60.60 N 17.62 E 1
Ukraine Chernigov 51.03 N 31.88E 1
WFL2 HM445715 Estonia Tartu 58.37 N 26.72E 1
France Chautagnes 46.05 N 5.88 E 1
Germany Fluren 51.67 N 6.52 E 2
Russia Smolensk 55.60 N 33.30E 1
Sweden Skéane 55.37 N 13.10 E 1
Switzerland Bremgarten 47.90 N 7.58 E 5
Ukraine Kharkov 49.47 N 36.87E 1
WFL3 HM445716 Germany Ettenheim 48.27 N 7.87TE 2
Switzerland Bremgarten 47.90 N 7.58 E 2
WFL4 HM445717 Romania Donau-Delta 45.03 N 29.17E 1
Romania Caraorman 45.08 N 29.40 E 1
WFL5 HM445718 Switzerland Datwil-Garden  47.60 N 8.70 E 1
WFL6 HM445719 Italy Pianadi 37.67 N 15.00 E 3
P. ridibundus group WFR1 HM445720 Germany Niemegk 52.08 N 12.70 E 9
Germany Punderich 50.04 N 7.14E 2
France Chautagnes 46.05 N 5.88 E 1
Russia Moskau 54.98 N 39.07E 1
Switzerland Creux de Terre  46.72 N 6.57 E 2
WFR2 HM445721 Germany Niemegk 52.08 N 1270 E 2
France Chautagnes 46.05 N 5.88 E 6
Romania Donau-Delta 45.03 N 29.17E 2
Russia Moskau 54.98 N 39.07E 1
Switzerland Bremgarten 47.90 N 7.58 E 1
Switzerland Arnex 46.70 N 6.52 E 2
Turkey Edirne 41.78 N 26.82 E 1
Ukraine Chernobyl 51.27N 30.23E 1
WFR3 HM445722 Switzerland Creux de Terre  46.72 N 6.57 E 2
Turkey Edirne 41.78 N 26.82 E 1
WFR4 HM445723 Turkey Akcapinar 37.20N 32.20E 2
Turkey Burdur Lake 37.72N 30.10 E 2
Turkey Aksehir Lake 38.47 N 3142 E 1
WFR5 HM445724 Turkey Mugla 36.85 N 28.23E 2
Turkey Antalya 36.20 N 29.63 E 2
WFR6 HM445725 Russia Ryazan 54.73 N 39.52E 2
WFR7 HM445726 Kazakhstan  Aktobe 50.28 N 57.22E 1
WFR8 HM445727 Syria Abu Kamal 34.43N 40.93 E 1
WFR9 HM445728 Greece Kalanistra 38.07 N 21.87E 1
Greece Lechena 37.93N 21.27E 1
WFR10 HM445729 Kazakhstan Atyrau 47.10N 51.92 E 3
WFR11 HM445730 Greece Olympos 35.58 N 27.13E 2
Greece Archipolis 36.25N 28.03 E 1
WFR12 HM445731 Greece Mistros 38.52 N 23.85E 1
WFR13 HM445732 France Chautagnes 46.05 N 5.88 E 2
WFR14 HM445733 Turkey Antalya 36.98 N 30.56 E 1
Turkey Antalya 36.96 N 30.51 E 1
P. epeiroticus EPE1 HM445712 Greece Nea Manolada 37.7 N 214E 1
EPE2 HM445713 Greece Igouminitsa 39.5N 20.27 E 1
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3.1.1.2.b Analyse des ségquences ITS2

La longueur des différentes séquences ITS2 vatiale 233 a 244 bases, ce qui
résulte de délétions et d'insertions de nucléotidascours de [I'histoire évolutive des
populations. Pour la construction de I'arbre phglogtique le plus parcimonieux, le modele le
plus approprié pour ces séquenPetophylaxest HKY, avec un ratio TS/ TV = 1,0742. On
observe deux clades monophylétiques distin@sritlibundusgroup” et ‘P. lessona-bergeri
group” (Figure 3.2). Chaque clade est séparé pdmootstrap élevé (> 80%), et la variabilité
génétique intra-clade est relativement faible @auport a celle inter-clade (cf longueur des
branches de l'arbre Figure 3.2). Entre ces deureslaon retrouve 2 séquences Rle
eperotica(EPEL et EPE2).

Lors de l'alignement des séquences, des domaineseoas ont été observés pour chaque
groupe, quelque soit la provenance des individusapb ces séquences et quelque soit le
polymorphisme intra-spécifique. Ainsi, la recherclie la mise en évidence d'un
polymorphisme inter-groupe a permis de sélectiotrmes enzymes de restriction ayant des
sites de restriction différents (Figure 3.3): Kpmpli coupe spécifiguement la séquence ITS2
des grenouilles du groupilibundus(fragments de 47 et 224 bp), ainsi que Haell etlSyai
coupent uniquement la séquence ITS2 des grenoullesgroupeP. lessonae-bergeri

(respectivement fragments de 48 et 223 bp, ou 82%bp).
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Figure 3.2: Arbre phylogénétique des especes du gritglephylaxetudiées basée sur les
séquences ITS2. L'outgroup est un individu de Beg®. nigromaculatalLes abréviations
correspondent au nom de code des séquences tistéese tableau 1.

48pb 209pb

\
R: 5-.....CACGGGGTACLCCGG...... ... CCTCCGGGTCCCT... -3
3-.....GTeccdcAaTGGeaee...... ... GGAGGCCCAGGGA...-5’
L: 5......CACGG CCGG...... ... CCCCCGGGCCCT...-3
3-......GTGCC GGCC...... .. GGGGGICCCGGGA.. -5

Légende:
R: ADN ridibundus L: ADN fessonae 1_' Site de restriction ~ pb: paires de bases

Figure 3.3:Schéma représentant les sites de restrictionsale®nzymes utilisées sur les

segments ITS2 amplifiés. Les nucléotides en roogéls motif de restriction reconnu par

I'enzyme Kpn I, ceux en vert sont le site de 'emeyHae I, et ceux en bleu sont le site de
I'enzyme Sma | (coupure en Blunt).
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3.1.1.2.c. Méthode RFLP sur ITS2

Les échantillons de salive ont permis de bonnegsliications, meilleures que celles
issues de fragments de muscles, car ces échastitortiennent moins de déchets.
L'identification de tous nos échantillons « frargai a été fructueuse avec notre nouvelle
méthode, et les trois enzymes de restriction onhédes mémes résultats taxonomiques. De
plus, les trois enzymes sélectionnées ont prodest gatrons de bandes bien différents et
faciles a distinguer pour les 3 tagagure 3.4). A l'issue de la digestion par, d'upart,
'enzyme Hae Il, et d’autre part, par 'enzyme Sind’ADN lessonaeest coupé en 2
fragments. Ces fragments étant plus petits, ilgenigplus loin lors de I'électrophorése, et se
retrouvent tout en bas du gel. Les fragments d’Ad@Nidibundusne sont pas coupés par ces
enzymes. lls sont donc plus grands, migrent maiims €t sont alors en haut dans le gel. Lors
de la lecture, les individus ne portant qu'une lgahdsse sont des homozygdRedessonage
ceux possédant une bande haute sont des homozwoteibundus et ceux possédant 2
bandes (une haute et une basse) sont des hétéreslygkl. esculentus
L’enzyme Kpn | donne les résultats inverses, cde ebupe I’ADN ridibundus en 2
fragments. Ces derniers migrent plus loin danseledtagarose lors de la révélation, car ils
sont plus petits. Les bandes les plus basses kwstlas fragments d’ADN dedibundus
L’ADN de lessonaen’est pas coupé par cette enzyme (fragments parglg, migrent moins
loin c.a.d. bandes les plus hautes dans le galy. Ron I, les individus ayant une bande basse
sont des homozygotd3. ridibundus ceux ayant une bande haute sont des homozygotes
lessonaget ceux possédant 2 bandes (une haute et une) lsasg des hétérozygotes kl.

esculentus
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Figure 3.4 Photographie d’'un gel d’agarose ou I'on distintggedifférents profils de
restriction enzymatiques de segments ITS2. Haenla | (coupent spécifiquement ’ADN
lessonae), et Kpn | (coupe spécifiguement ’ADNilbundus). Colonnes 1, 4 et 10: P.
lessonae; colonnes 2, 5 et 11: P. esculentus; me4od, 6 et 12: P. ridibundus. Colonnes 7, 8
et 9: Produits de PCR de P. lessonae, P. esculenRuigidibundus non digérés. Ladder :
marqueur de taille, avec une bande tous les 108gde bases (100bp). 13 : contrbéle négatif
sans ADN.

La comparaison de l'identification taxonomique @&t notre nouvelle méthode a
celle obtenue grace aux allozymes montre une qguneance de 83.12 %. Les 27 individus
classés dans le groupadibundus par notre nouvelle méthode avaient tous la méme
identification taxonomique grace aux allozymes (b0@e correspondance). Parmi lesR29
lessonaeadentifiées par la méthode PCR-RFLP sur ITS2, wreespondance de 77.17% avec
I'identification allozymique a été obtenue, car Bdividus apparaissaient comnie.
esculentus Pour les 37 échantillons nouvellement identiftésnme étant des hybridés
esculentus on note une correspondance de 78.38%, 2 individteEent identifiés
préalablement comme dBslessonaet 6 comme deB. ridibundus

Notre méthode PCR-RFLP sur ITS2 permet une affiiiataxonomique efficace car
elle est basée sur un arbre phylogénétique robeissey trois sites de restriction différents.

La discordance relativement faible entre les de@thodes d’affiliation pourrait étre due a

des erreurs de lecture lors de la phase de rémélatu encore a de mauvaises digestions
enzymatiques (non optimal et/ou non terminées).sMaiisque chaque échantillon a été
soumis a 3 digestions différentes, cela semble grebable. La cause majeure expliquant

cette discordance entre les deux méthodes esbbjirgssion génétique (Encart 3.2). En effet,
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ce phénomeéene a déja été observé parmi les gramuitrtes de I'Ouest (Mezhzherin,
Morozov-Leonov, 1997; Pagaret al, 2003; Pagano, Joly, 1999; Pagano, Schmeller,)1999
ou des évenements d’introgression emtrdessonaeet P. ridibundusont été décrits et vice
versa, par l'intermédiaire de I'hybride hybridogégee P. esculentugHolsbeeket al, 2008;
Paganoet al, 2003; Paganet al, 2001c; Plotneret al, 2008; Vorburger, Reyer, 2003).
Contrairement a I'Europe Centrale et de [I'Est, ufiéquence plus importante de
recombinaisons et introgressions génétiques pesitafiendue chez les grenouilles vertes de
I'Ouest de I'Europe, du fait des nombreuses hyhioda entre grenouilles autochtones et
allochtones (Holsbeelet al, 2008; Mezhzherin, Morozov-Leonov, 1997; Pagastoal,
2001a; Paganet al, 2003; Paganet al, 2001c; Plotneret al, 2008; Vorburger, Reyer,
2003). Les rétrocroisements de ces hybrides aggP.dessonaandP. ridibunduspeuvent
aboutir a des individus dont le patrimoine génedigst une mosaique d’ADN portant les
caractéristiques de plusieurs espéces (Ohst 2088h d'estimer les événements
d’introgression, et dans le cas ou les échantilfomgraient contenir des espéces allochtones,
une analyse multi-locus devrait étre effectuéep@isant d’autres marqueurs moléculaires
tels les microsatellites (Garnet al, 2000; Hotzet al, 2001; Zeisset, Beebee, 2000), I'intron
1 du serum albumin (Plotner et al. 2009). Néanmoiaspossibilité d’'une identification
biaisée ne peut pas étre exclue, due notammeriteaismie de la méthode allozymique. En
effet, la détermination des alléles allozymiquescHmues a été établie a partir d’échantillons
témoins identifiés morphologiquement. Or, ceci paitirétre problématique car un gradient
morphologique est observé suite aux nombreusesgigssions et aux cas de triploidies ce
qui rend parfois hasardeux l'identification taxorique sur des criteres morphologiques.

Encart n°® 3.2 : L'introgression génétique

L’introgression génétique est le nom donné par Aswie et Hubricht (1938) au processus
conduisant a ce qu’une partie du génome d’un iddid’'une espece integre le génome d’'un
individu d’'une autre espéce. Cette incorporationgdaes d’'une espéce dans le complexe
génique d’'une autre ce produit a travers I'hybraatCe flux de génes interspécifique peut
survenir dans certains cas, lors de la gamétogétese un hybride, ou il peut y avoir des
phénomenes de recombinaison génétique, et passadgegments d’ADN d'un génome
parental a I'autre. Ceux-ci ne sont alors pas tétquar les mécanismes de correction, et sont
intégrés dans le génome des descendants (Grifita, 2000). Plusieurs générations ayant
subi des événements d’introgression répétée pemmmitir a de la spéciation, cas souvent
observé chez les plantes (Rieseberg, Wendel, 1993).
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3.1.1.4. Conclusions et perspectives

Une identification taxonomique correcte est crecipour les programmes de
surveillance et de protection des grenouilles gerdotre nouvelle méthode PCR-RFLP sur
ITS2 permet une identification taxonomique fiabtay elle est basée sur une analyse de
séquences venant de toute I'Europe, sur un arbyegdnétique robuste, et sur trois sites de
restrictions différents. Au vu du fort taux de @spondance, cette nouvelle méthode semble
étre une bonne alternative aux marqueurs allozyesigcar seul un prélevement salivaire est
nécessaire, ce qui est moins invasif que I'ancieméthode de référence. De plus, cette
nouvelle technique d’affiliation est particulieremientéressante, car elle permet d’identifier
les taxa du complexB. esculentuysy compris les hybrides, contrairement aux marcgieu
mitochondriaux. Notre nouvelle méthode RFLP surdESt intéressante car simple, plus que
les analyses via les marqueurs microsatellitesdea@t peu couteuse. Ainsi, il serait plus
facile d’entreprendre des analyses génétiques Uersdes identifications fiables sont
nécessaires (pour des élevages expérimentaux,tuttssé I'échelle de l'individu ou de la
population, etc...). Elle permet d'avoir une premiédentification, utilisable pour les
gestionnaires environnementaux et pour les suivisng termes. Notre méthode pourrait
notamment étre utilisé dans le cas du suivi ddgsepiopulations en déclin @& lessonaen
Europe centrale, qui sont tres difficile a ideetifiet a protéger (Foster, Beebee, 2004).
Toutefois, afin d'estimer les événements d'intregien génétique, ou lors d’analyse
d’échantillons pouvant contenir des grenouillesodithones (originaire des Balkan,
d’Egypte, d’Anatolie), I'identification taxonomiqueoit s’appuyer sur une approche multi-
locus pour plus de fiabilité.

Il serait intéressant d'étudier le polymorphismérarindividuel des segments ITS2, en
séquencant 'ADN de plusieurs clones, donc de elusi copies présentes chez un méme
individu, afin de mieux comprendre nos résultatsd&tffiner cette nouvelle technique
d’identification.

De plus, cette méthode RFLP pourrait étre utilzéar répondre a d’autres questions, comme
par exemple identifier l'origine de®. ridibundus en appliquant d’autres enzymes de
restrictions, afin d’identifier les especes desngtélles vertes allochtones, et de comprendre

les différentes voies d’introduction.
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3.1.2. ldentification taxonomique des grenouillestes échantillonnées

dans la Nord de |la France

3.1.2.1. Introduction

La zone étudiée durant la thése contient les @ thx complexeP. esculentuset
probablement des espéces allochtones venant notanudee Balkans et d’Anatolie. Ces
dernieres ne pouvant étre détectées ni par lesumars allozymiques, ni grace a notre
nouvelle méthode PCR-RFLP sur ITS2, ont longtem@s@nfondues avec I€s ridibundus
Il sera considéré comme le propose (Ohst, 200&)llga’font partie du « group@ibundus»
(ridibunduslike water frog species). La méthode PCR-RFLP aesmgt pas de distinguer
entre P. lessonaeet P. bergerimais, P. bergeriest endémique (présente en lItalie), et n'a
jamais été rapportée dans la zone étudiée. Paégoest, la méthode PCR-RFLP sur ITS2 a
été choisi pour l'identification taxonomique detesiles grenouilles vertes prélevées au court
de la thése, car elle est simple, rapide, peu aeafeet surtout moins invasive que les

allozymes puisque seul un échantillon de salivétsuf

3.1.2.2. Matériels et méthodes

Les échantillons de grenouilles vertes prélevéardues deux années consécutives de
terrain dans la moitié Nord de la France (énonoéshapitre 2) ont été analysés grace a cette
nouvelle méthode d’identification. Ainsi, 1005 éntikbons de salives, en plus des 93
échantillons témoins, ont été soumis a la méthdeePRsur la séquence ITS2 : 514 venant
des Ardennes, 357 du Maine-et-Loire, 35 de Loirkewique, 33 de l'lle d’Yeu en Vendée,
21 des Coétes d’Armor, et 45 du Morbihan. Nous aveiqué le protocole précédemment
développé dans la partie « mise au point » pagesf@Qytilisant, aprés chaque PCR, les 3
enzymes testées. Lors de la phase de mise en égidkn polymorphisme de taille des
fragments d’ADN digéré, des témoins identifiés gréc 3 allozymes et & notre nouvelle
méthode RFLP (cf partie 3.1.1 « mise au point >)été judicieusement placés dans chaque
gel : un échantillon identifié comme étahtridibundus un échantillorP. lessonaget unP.
kl. esculentusAinsi, lors de la phase de lecture de chaque lgetligestion de ses trois
témoins nous permet de « caler » notre interpo#tgiour tous les autres échantillons. Tous
les individus dont l'interprétation était difficikeoir impossible ont été analysés une seconde
fois. Pour une identification la plus robuste pbkesiune double lecture a I'aveugle a été
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effectuée, puis, ces deux lectures ont été cordfesntDans un premier temps, nous avons
identifié le taxon de chaque grenouille verte étannée en comptant le nombre de bandes
présentes. Nous obtenons alors 3 catégories : ®Raltygote de I'espéde. ridibundu3, RL
(hétérozygote hybridd. kl. esculentyset LL (homozygote de I'espéde. lessonak (cf
Figure 3.5). Puis, dans un second temps, nous ammsus tenu compte de l'intensité des
bandes d’ADN pour étre plus précis. Nous notonssabocatégories : RR, RI (hétérozygote,
avec une bande « R » plus intense que la bande)«RL, rL (hétérozygote, avec une bande

« R » moins intense que la bande « L »), et LL{F@$.5).

- 1000 pb

- 500 pb

Echantillons
Génotypes

Figure 3.5 Photographie d’'un gel d’agarose ou I'on distingagedifférences
d’intensité des bandes d’ADN pour la digestionlfgarzyme Sma | (coupant spécifiquement
I’ADN lessonag L’échantillon 1 posséde 2 bandes d’égales iitiengénotype RL ;
I’échantillons 2 a 2 bandes dont celle du bas esement plus marquée : génotype rL ;
I'échantillon 3 a 2 bandes dont celle du haut &st marquée : génotype RI ; I'échantillon 4
est un témoirP. lessonae le 5 un témoirP. kl. esculentuset le 6 un témoil. ridibundus
Ladder : marqueur de taille, avec une bande tau$08 paires de bases (100bp).

Une analyse comparative du peuplement en grensuwidiees sera effectuée uniquement pour
les deux départements contenant le plus grand moaiBchantillons, a I'aide d’un test du

chiz (comparaison de proportions).
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3.1.2.3. Résultats

3.1.2.3.a Peuplement total des zones d’étude

Parmi les 1005 échantillons analysés, 991 onttgui@entifieés. 9 échantillons restent
indéterminés malgré plusieurs analyses, et 5 agtmesnotés « Indécision » car les enzymes
ne nous donnaient pas le méme taxon. En effet, pesir5 individus, une enzyme nous
indiquait qu'il s’agissait d’hybride$. kl. esculentuggénotype RL), tandis gqu'une autre
enzyme les coupait comme s’il s’agissaient Rlelessonae(génotype LL). Ne pouvant
trancher entre les deux enzymes malgré les avalys plusieurs fois, nous les considérons
comme non identifiés. On peut noter que notre &dlmande grenouilles vertes provenant du
Nord de la France est composé de 564 hybrides§6¢di6%), de 235 rieuses (23,38%), et de
192 lessona (19,10%) (Figure 3.6, Tableau 3.23t 3.

60 60
— Légende:
RR
50 50
77 R
R
40 40 7] L
> u |
§ - Indéterminés
§ % 30 l:l Indécisions
c-. —J
L
w
20 - 20
10 10
T T T — - | | [201247) [r— —_
RR RL LL Indét. Indéc. RR RI RL rL LL Indét. Indéc.
Taxa (3 modalités) Taxa (5 modalités)

Figure 3.6: Graphiques représentants le pourcentage desatifs groupes de grenouilles
identifiées dans le Nord de la France.
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Tableau 3.2Fréquences d’affiliation des grenouilles Tableau 3.3 Fréequences d’affiliation des grenouilles
vertes en fonction de 5 catégories, etrskglor sites vertes en fonction desxa@ fdentifiés, et selon leur sites.

Sites d'étude Fréquences par catégories (%)

Sites d'étude Fréquences par catégories (%)

[ ident | indse. [N — Groupes | N°|Code | Xx | ¥ ‘ RR__ | RL | LL N

Groupes [N'|Code | x | ¥ | RR_| R | RL | rt | L Tout 37 Toul 2338 5612 1510 991
Tout 37 2338 119 3751 1741 1010 090 050 1005
38 8 780468 2403318 175 117 4008 3249 2335 039 078 514 32 43 ;22232 iggg?éi 4; ;: g‘; g; fg gf ggg
39 49 381643 2270764 4678 168 3361 224 1513 056 000 357 ) 0 W4 o7y 996067 i 041 con
Départements 40 44 275249 2262067 1429 000 7714 000 571 286 000 35 Départements 95 247146 2199881 161 000 w0
41 85 243146 2199881 4848 000 000 000 4545 303 303 33 “ 37 04364 9308455 0.00 100.00 000 o1
42 22 204364 2398456 000 000 10000 000 000 000 000 21 s S loeee 22197 048 T4 ppea
43 56 162565 2323222 8444 000 667 000 222 667 000 45
1 AAa 774950 2483040 000 000 5882 4118 000 000 000 17 ; ':’:i Z:zzg iz:ﬁggg g gg _:gg gg g gg 1;
2 AAc 774665 2487905 000 000 10000 000 000 000 000 6 ARG e e ppe s 5am o
3 ABG 782880 2495640 385 385 3846 3346 1538 000 000 26
4 ABN 775200 2503350 000 000 5343 2188 2188 000 343 32 g }:\BE"\II' ;g?gg? iigg?g 2, gg z gg §§ 22 gé
5  ABT 781221 2495779 333 000 3667 667 5333 000 000 30 o ABU  yobuad anoarre e PO or
6 ABU 706030 2502775 000 000 3235 2041 3824 000 000 34
7 AGE 796515 2501943 278 556 3883 1944 3333 000 000 36 7 AGE 796515 2501943 278 63.89 333 36
8 AHa 788525 2495710 000 238 3095 4524 2143 000 000 42 8 AHa 788525 2495710 0.00 7857 2143 42
Ardennes o ALL 730468 2493318 000 278 1111 5278 3333 000 000 36 Ardennes 1(91’ Ags; ;Sg;gg 532:?;2 g gg 135 gg 33 33 ?E
10 AO73 784638 2483143 000 000 3333 6000 000 667 000 15
11 AOTA 784828 2482803 000 000 7368 1579 526 526 000 19 11 AOT4 784828 2482803 0.00 94.44 556 18
12 AOU 776583 2490238 333 000 3333 4667 1333 000 333 30 12 AOU 776583 2490238 3.45 82.76 379 29
13 AROC 782140 2491150 000 000 3846 5385 000 000 769 13 13 AROC 782140 2491150 0.00 100.00 000 12
14 ASH 788375 2495750 000 000 5676 3784 541 000 000 37 14 ASH 788375 2495750 0.00 94.59 54137
15 ASP 789455 2501135 625 000 2813 1563 4688 000 313 32 15 ASP 789455 2501135 6.45 4518 4839 31
16 ATG 785480 2496670 233 233 3953 3023 2558 000 000 43 16 ATG 785480 2496670 233 7209 2558 43
17 AZBZ 771665 2495325 1176 000 2353 5204 1176 000 000 17 17 AZBZ 771665 2485325 11.76 76.47 e 7
18 ATO 777803 2502853 000 000 5102 2449 2449 000 000 49 18 ATO 777803 2502853 0.00 7551 2449 49
Loire-Atlantique 19 44 275249 2262067 1429 000 7714 000 571 286 000 35 Loire-Atlantique 19 44 275249 2262007 14.71 79.41 588 34
20 MBD1 401839 2267007 000 000 10000 000 000 000 0.0 2 20 MBD1 401839 2267007 0.00 100.00 0.00 2
21 MBD2 401816 2266914 1628 1163 4186 698 2326 000 000 43 21 MBD2 401816 2266914 16.28 60.47 2326 43
22 MBMC1 404522 2250151 2000 000 4000 000 4000 000  0.00 5 22 MBMC1 404522 2259151 20.00 40.00 40.00 5
23 MBMC2 404637 2250005 000 000 6000 000 4000 000 000 10 23 MBMC2 404637 2259095 0.00 60.00 4000 10
24 MBR 391588 2257602  10.00 000 4333 333 4000 333 0.00 30 24 MBR 301588 2257602 10.34 4828 41.38 29
25 MCH 380396 2288200 9524 000 476 000 000 000 000 21 : 25 MCH 389396 2238200 95.24 4.76 000 2
Maine-otloire 26 MER 393177 2087876 8378 000 1622 000 000 000 000 a7 Maine-et-Loire 26~ MER 393177 2287876 8378 16.22 000 37
27 MJU 376004 2270534 7917 0.00 2083 0.00 0.00 0.00 0.00 48 27 MJU 376004 2270534 7917 20.83 0.00 48
28 MLC 305163 2272553 5581 000 233 465 3721 000 000 43 28 MLC 305163 2272553 5581 233 4185 43
20 MME 381643 2270764 5000 250 4750 000 0.00 0.00 0.00 40 28 MME 381643 2270764 50.00 50.00 0.00 40
30 MMH 402258 2267265 1212 000 5152 6.06 2727 3.03 0.00 33 30 MMH 402258 2267265 12.50 5313 34.38 32
31 MSE1 394326 2294960 0.00 0.00 10000 0.00 0.00 0.00 0.00 16 31 MSE1 394326 2294060 0.00 100.00 0.00 16
32 MSE2 305150 2205611 6552 0.00 3103 0.00 345 0.00 0.00 29 32 MSE2 395150 2295611 65.52 31.03 345 29
Vendee 33 VIYQ 243146 2190881 000 000 000 000 7778 1141 1141 9 Vendse 33 VIYO 243146 2199881 0.00 0.00 100.00 7
34 VIYI1 241965 2200749 6667 000 000 000 23333 000 000 24 24 VIYI1 241965 2200749 66.67 000 3333 24
Cotes dArmor 35  BBA 204364 2308456 000 000 10000 000 000 000 000 21 Cotes dArmor 35 BBA 204364 2308456 0.00 100.00 000 21
Morbihan 36 BEL 162565 2323222 8444 000 667 000 222 667 000 45 Morbihan 36 BEL 162565 2323222 90.48 714 238 42
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3.1.2.3.b. Peuplement a I'échelle des départendsitantillonnés

Les proportions des taxa des différents départesrsont représentées Figure 3.7, et
Tableau 3.2 et 3.3. Le peuplement en grenouilleeesalans les Ardennes comprenant 514
échantillons est majoritairement composé d’hybriflegure 3.7, Tableau 3.2 et 3.3), avec
379 individus, soit 73,74%. 120 grenouilles de bessont été identifiées (23,35%), ainsi que
9 rieuses (1,75%), 2 échantillons non identifie89%), et 4 « indécisions » (0,78%). Si on
décompose en 5 catégories, on compte alors pasrylerides 6 (RI) (1,17%), 206 (RL)
(40,08%), et 167 (rL) (32,49%). Celui dans le Magtd oire constitué de 357 échantillons
est composé majoritairement de grenouilles rieuaesc 167 individus, soit 46,78%. 54
grenouilles de lessona (15,13%), 134 hybrides tintdentifiees (37,54%), et 2 échantillons
non identifiés (0,56%). Avec une analyse plus fime,dénombre parmi les hybrides 6 (RI)
(1,68%), 120 (RL) (33,61%), et 8 (rL) (2,24%). Pates 33 échantillons en provenance de la
Vendée, on observe 16 rieuses (48,48%), 15 lesq@d®e45%), 1 échantillon non identifié
(3,03%) et 1 « indécision » (3,03%). Il est a naggaucun hybride n’a été détecté. En Loire-
Atlantique, I'échantillonnage de 35 individus estriposé de 5 rieuses (14,29%), 27 hybrides
(77,14%), 2 lessona (5,71%), et 1 indéterminée6f®)8 On observe seulement 3 catégories
différentes de grenouilles (pas de décompositianhyrides en 3 modalités). Dans les Cétes
d’Armor, le peuplement en grenouilles est constitué00% d’hybride, avec 2P. Kl.
esculentusdentifiées. Et enfin, dans le Morbihan, parmi4éséchantillons, 38 rieuses ont été
observées 84,44%), 3 hybrides (6,67%), 1 lessoR2%20), et 3 échantillons indéterminés
(6 ,67%).
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Figure 3.7: Secteurs représentant le pourcentage de tageedeuilles vertes identifiés dans
les différents départements étudiés en France.

Lorsque nous faisons une étude comparative du @egpit en grenouilles vertes entre les
deux zones d’étude principales, on remarque quailsygnificativement plus de grenouilles de
Lessona dans les Ardennes que dans le Maine-et-[t@ist du chi%? =8.3983, dl =1, p =
0.0037). De méme, il y a plus d’hybrides dans ledeAnes que dans le Maine-et-Loire de
maniere significative (test du chi32 =112.5544, dl = 1, p < 0.0001), et il y a
significativement moins de grenouilles rieuses dassArdennes que dans le Maine-et-Loire
(test du chiy? =262.1332, dl = 1, p < 0.0001).

3.1.2.3.c. Peuplements a I'échelle des sites éitlommés

Les proportions des taxa des 18 sites des Ardemiess13 sites du Maine-et-Loire,
des 2 sites de la Vendée, et du site en Loire-Atjaa, Cotes d’Armor et Morbihan sont
représentées Figure 3.8, et Tableau 3.2 et 3.3s Des Ardennes, le peuplement est
essentiellement constitué d’hybrides, ainsi queLdgsona. Nous avons observé plusieurs
mares localisées dans le Sud de la zone échant#odont les grenouilles vertes ont toutes
été identifiées comme étant des hybrides (mared 10, et 13). Seules 9 rieuses ont été
identifiées, présentes dans les mares 3, 5, 715 &t 17. Dans la zone d’étude du Maine-et-

Loire, on retrouve une grande majorité de rieuggésentes dans toutes les mares, a
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I'exception des sites 20, 23 et 31. Les mares 2B8lehe sont dailleurs composées que
d’hybrides. Les grenouilles de lessona sont présetiéns 6 mares, toutes localisées dans le
Sud de la zone d’étude. Sur Ille d’Yeu, 2 sites@tg échantillonnés, I'un dont le peuplement
en grenouilles vertes n’est constitué que de gidesude lessona (le site 33), et l'autre
composé de rieuses et de lessona (le site 34).

En Loire-Altantique, n’ayant échantillonné qu’uruksite, les résultats sont les mémes que
ceux présenté dans la partie « échelle départelaent&n Bretagne, la zone humide étudiée
du Loch (Morbihan) contient les 3 taxa, dont enarigg des grenouilles rieuses. Seule une
grenouille de lessona a été observée. Dans la étadiée dans le Bois d’Avaugour (Cotes

d’Armor), seuls des hybrides ont été identifiés.
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Figure 3.8 Secteurs représentant le pourcentage de taxadeudlies vertes identifiés dans
les différentes sites d’études en France. a) Leatidin des zones d’études en France, b) Zone
d’étude de I'lle d'Yeu, c), zone d’étude de I’Anjad) zone suivie de I'’Argonne ardennaise.
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3.1.2.4. Discussion

3.1.2.4.a. La répartition des grenouilles vertasdceance

Le cas de la grenouille rieuse dans I'Ouest

La répartition des différents taxa de grenouilleges n’est pas claire en Europe ainsi
gu’en France, car du fait des grandes difficultégedtification, les naturalistes ne se risquent
plus a désigner d’espéeces, et notent simpleme@aiephylax sp» pour ne pas faire d’erreur.
La précision des données est rarement standardisé&efinesse du maillage varie selon les
cartes de répartition. Jusqu'a la fin dif™Gsiecle, I'aire de répartition de la rieuse était
représenté s’arrétant a I'Est de la France (Fi@®¢, et colonisant progressivement I'Ouest
(Duguet, Melki, 2003; Le Garff, 1998; Noéller, NGlJe2003; Pagano, 1999; Pagaebal,
2001a; Paganet al, 2003; Santiani, 2002). De fait, plusieurs auteualifientP. ridibundus
d’espece « invasive » (Holsbeek al, 2009b; Paganet al, 2003; Schmelleet al, 2007).
Les dernieres analyses génétiques des grenouigssven Bretagne n’avaient identifié
aucune rieuse (Regnier, 1983). Muratet dans sodegdiidentification est le premier a
étendre l'aire de répartition potentielle de lause jusqu’a I'Ouest de la France (Muratet,
2008). Grace a nos résultats, nous pouvons confideemaniere fiable la présence e
ridibundus dans le Nord Ouest de la France. Effectivemeatisiretrouvons des rieuses
jusqu’a la pointe Ouest du pays, en Bretagne, gimsisur I'lle d’Yeu (Figure 3.10) ce qui est

conforme avec I'hypothése d’'une invasion biologique

Légende:
OEE
Répartition de L] absente )
idi I rare B pré présente
- P.ridibundus [ assez rare présente = présente

& ] Il commune

Figure 3.9: Cartes de répartition de la grenouille rieus&erope et en France dans les
différents guides naturalistes. a) (Le Garff, 1988)Santiani, 2002), c) (Noller, Noéller,
2003), d) MNHN, e) (Duguet, Melki, 2003), f) (Dugudelki, 2003), g) (Muratet, 2008), h)
Muséum national d'Histoire naturelle [Ed]. 2003-@Qhventaire national du Patrimoine
naturel, site Web : http://inpn.mnhn.fr.
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Figure 3.10 Carte de répartition déx ridibundusP. lessonagetP. esculentugn France
selon I''UCN, avec les secteurs représentant redteds de I'identification génétique grace a
la méthode RFLP-ITS2.

Au regard des distributions historiques des difiesgaxons de grenouilles vertes en France,
la présence de grenouilles rieuses peut s’expligalem trois hypothéses : 1) il s’agit d’'une
espéce native, au méme titre que la grenouillesisoha, a tout le moins le long de la vallée
du Rhoéne (Graf, Polls Pelaz, 1989), 2) certaingaujaions sont natives et relictuelles, les
autres étant exotiques (allochtones), et 3) toldsspopulations de rieuses proviennent
d’'importations-introductions, et sont exotiquess@udes ont montrées gu’actuellement en
France, cette espéce est majoritairement exotiqugjnaire des Balkans, d’Egypte et
d’Anatolie (Paganet al, 2001a; Paganet al, 2003; Schmelleet al, 2007). Elle a été et est
toujours importée en France pour essentiellementraisons culinaires, a hauteur de 700 a
800 tonnes de grenouilles vivantes par an (Neveéd4 2 Ces importations ont de nombreuses
conséquences sur le peuplement en amphibiens, lGamiwée d'une nouvelle espéce
compétitrice, et le risque d’introduction par la nme& occasion de nouvelles maladies et
parasites. A I'échelle des grenouilles vertesyivéie massive de ces rieuses allochtones a de

nombreux effets, en augmentant les cas d’hybridatavec la grenouille de lessona, et par la
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méme occasion la fréquence des phénomenes d’iasisign génétique (Holsbeek, Jooris,
2009). Des genes exotiques sont en effet retrodags des lignées rieuses natives, ainsi que
chez des hybrides. Certains chercheurs considalerst ce phénomene comme une invasion
de genes exotiques d’'une espece a une autre, quappelle aussi « pollution génétique »
(Pagano et al. 2003).

La grenouille rieuse dans I’Argonne Ardennaise

Il est intéressant de noter que dans les Ardersseses 9 grenouilles rieuses ont été
identifiées parmi les 514 échantillons analysésréSaltat est assez étonnant, dans la mesure
ou la colonisation présumée de cette espéce sd’lEagt en Ouest, comme le montre la carte
de répartition de 'NUCN (Figure 10). Or, on compies de rieuses en Bretagne que dans les
Ardennes. Ceci suggéere soit une répartition discoatde la rieuse, qui est présente par
patchs sur le territoire (I’Argonne étant une zeaas patchs), soit que le front de colonisation
se fait en passant par le Sud Est et progressivemenonte vers le Nord de la France et
I'Ouest, soit encore que les rieuses échantillosné®nt pas les mémes exigences

ecologiques pour l'utilisation de I'habitat selom'ejles sont natives ou autochtones.

La grenouille rieuse sur I'lle d’Yeu

Le peuplement en grenouilles vertes en Vendéd sersstitué uniguement de rieuses
et de lessona. Il est intéressant de noter quedae m° 33 (VIY9) ne contient que de
grenouilles de lessonae, tandis que la mare n°BM1(\ est composée de rieuses et lessona
en sympatrie, mais d'aucun hybride. Néanmoins, @it des amplexus observés nous
soupconnons fortement la présence d’hybrides Ber I’

Nos résultats nous amene a penser que sur Ilewd’¥a sympatrie entre les deux especes
serait trés récente. Les grenouilles de lessoraesgrl’espéce autochtone de Iile, et les

rieuses auraient été importées depuis peu. CedeEgnen seraient a leur phase de
colonisation et d’expansion, et commenceraierihgbsider avec les grenouilles de lessona
rencontrées. Nous préconisons donc un suivi régdligoeuplement de cet ile, afin d’évaluer

la progression des rieuses et d’'observer I'évatutio peuplement en grenouilles vertes. D’un
point de vue évolutif, c’est aussi I'occasion d'ebh&r des hybridations primaires entres les
deux especes parentales (RRxLL), ce qui est relawnt rare, les hybrides descendant

souvent d’'une hybridation secondaire (RLxLL).
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3.1.2.4.b. Hybridogénése parfaite ?

Systeme « E-pur »

Les échantillons venant de la mare 42 (Bois d’Ayau dans les Cotes d’Armor),
ainsi que ceux des mares 1, 2, 10, et 13 (Ardengé®t 30 (Maine-et-Loire) ne contient que
des hybrides ne cbtoyant pas leurs espéeces pagmntalqui n'était pas attendu (Christiansen
et al, 2005; Pagan&t al, 2001a). En effet, puisque les hybrides préseniantnode de
reproduction hybridogénétique, on les retrouveyenpatrie avec les deux especes parentales,
ou au moins avec celle qu’ils parasitent sexueltgma grenouille de lessona, dont dépend la
pérennisation de leur lignée. Ici, nous avons iflénine population « pure » d’hybrides, qui
pourraient s’auto-entretenir. Ce genre de casa@éjobservé, appelé systeme « E pur », par
Uzzell et Berger (1975), montrant que les individas esculentusd’Europe Centrale
produisent 95% de gametes de génotype R, et 5%mdetgs de génotype L, LL, RL, et RR.
Ces dernieres ne feraient donc pas une hybridogépadaite, tout comme les hybrides

venant des ces sites.

Un gradient d’hybridation

Lors de la lecture des gels d’agarose, nous aelaissé les hybrides en 3 catégories
différentes en fonction des différences d’intendiégé fragments d’ADN digérés chez certains
hybrides. Un modéle de gradient d’hybridation paitralors étre proposé, dans lequel on
identifie plusieurs catégories de grenouilles \&da sein du complexe hybridogénétique du
Nord de la France. Ces différences d’intensité patigvoir 4 raisons :

La digestion enzymatique des individus de génoiple) n'a peut-étre pas été totalement
efficace. Ceci semble peu probable, car dans chgelienous avions placé des échantillons
témoins, qui eux, ont bien été digérés. De plussravons effectué trois digestions avec des
différentes enzymes, coupant a des sites différéatprobabilité que les trois enzymes nous
amenent a la méme conclusion est relativementfaibais ne peut étre totalement exclue.
D’autre part, durant la PCR, il y a eu une créatiermatrice biaisée en faveur d’'un des deux
génomes. Le nombre de copie pour le génome R sei@érieur a celui du génome L chez les
individus notés RI, et vice et versa pour ceux sialé Deux séquences différentes sont
amplifiées en parallele de facon différente. Ceasbraéthodologique semble lui aussi peu

probable.
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Certains hybrides sont triploides. Ce phénomenééaokservé (Holsbeekt al, 2009a;
Tunner, 1979), notamment en Europe Centrale (Ri@&inal, 2008) et de I'Est (Christiansen,
2005; Christianseret al, 2005). Les difféerences d’intensité réveleraiemtcbmposition
haploide ou diploide en génome parental des hybridploides. Ceux notés Rl seraient
triploides de génotype RRL (le R étant plus inteqge le L sur les gels), et ceux noté rL
seraient de génotype RLL. Et enfin, ces différerdtadensité témoigneraient de la présence
d’introgression génétique. La séquence ITS2 esdepté en de nombreuses copies, et est
portée par plusieurs chromosomes chez un indiVAdhsi, les grenouilles notées RI seraient
des hybrides diploides de génotype (RL), mais dentgénome L contiendrait des
introgressions venant du génome R. Les grenouille®es rL auraient un génome R
contenant des introgressions du génome L. Gunthé#lenel (1976) ont déja observé ce type
de phénomeéne sur d’'autres séquences de ’ADN, @annan fort taux d’introgression des

alleles de la LDH-B du génome L vers le génome &(Er, 1979).

3.1.2.5. Conclusion

Grace a la nouvelle méthode, j'ai pu contribuéa enise a jour de la répartition des 3
taxa du complexd. esculentuglans le Nord de la France. On constate des peaptem
différents en fonction des départements étudiés ébnction des sites. Il serait intéressant de
poursuivre I'analyse afin d’observer les différefasteurs pouvant expliquer ses différences.
Les résultats semblent confirmer I'existence d'dmybridogénése imparfaite chez certains
hybrides, puisque certains sites ne contiennentdgsehybrides. De plus, les différences
d’intensité de bandes d’ADN digérées que nous awdrservé pourraient étre la preuve de
cas de triploidie et/ou d’introgressions géenétiquéal vu de ces différences de bandes, |l
semble crucial de procéder a du clonage afin diwlesde polymorphisme intra-individuel
des séquences ITS2, et de comprendre a quoi ¢ésedites sont dues.

Il serait intéressant de poursuivre les analysesette séquence afin de mettre au point une
méthode d’identification du complexe hybridogénétigprésent dans le Sud de la France. En
effet, une grande partie de ce territoire contedastgrenouilles vertes des tdxaperezietP.

kl. grafi, nous estimons risqué de tenter une identificafidiaide de notre méthode PCR-
RFLP sur ITS2 des grenouilles vertes situées esodssdes Pays-de-la-Loire. Grace a cette
avanceée, nous pourrions alors réaliser un inventhirpeuplement en grenouilles vertes de la

France entiere.
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3.2. Identification des grenouilles vertes du compke P. esculentus

grace aux marqueurs microsatellites.

3.2.1. Introduction

Les microsatellites sont des séquences d’ADN sitlens des régions non codantes
(introns et zones inter-géniques), largement tisées dans le génome des Eukaryotes. Ces
courtes régions d’ADN présentent un motif di-, d tétra-nucléotides, répété en tandem
plusieurs fois. Elles montrent un niveau importal® polymorphisme de longueur de
fragment, résultant du gain ou de la perte d’'unmiépgtées, du a leur taux de mutation élevé
de 10° & 5.1 par locus et par génération (Goldstein, Schlatt@@00).

Les microsatellites sont des marqueurs moléculamdsminants unilocus qui identifient des
alleles homologues permettant de distinguer desohggotes et des hétérozygotes, et donc
d’estimer les fréquences alléliques. lls sont gdleénent considérés comme neutres.

Les séquences microsatellites constituent un petilinent largement employé pour estimer
la diversité génétique (Garneat al, 2003), pour étudier la structure des populations
(Giordanoet al, 2007), le mode de dispersion (Newman, Squire] 1208 taille efficace des
populations (Rowe, Beebee, 2004), mesurer le flexgénes interspécifique (Smith, Voss,
2009) réaliser des études phylogéographiques (Satell, 2005), ou encore pour des
identifications taxonomiques (Holsbeek al, 2009a; Longato, Bonfante, 1997). Outre leur
grande variabilité, les microsatellites sont présesan grand nombre dans le génome, et
peuvent étre utilisés avec de trés petites quantit®DN, nécessitant des prélevements peu
invasifs comme des cellules buccales ou des fri@tjamentaires. Ainsi, ces marqueurs sont
couramment utilisés en génétique de la conservdesramphibiens (Jehle, Arntzen, 2002).
Afin d’identifier de maniére robuste les échantidode grenouilles vertes collectées durant la
thése, nous avons réalisé une analyse multilocusilesant d’autres marqueurs moléculaires,
complémentaires de l'identification grace a la méthRFLP-ITS2. Le nombre de marqueurs
moléculaires développés chez les grenouilles veeteslisponibles sur GeneBank est
relativement faible. Les microsatellites sont lassmbondants (Christiansen, 2005; Gaeter
al., 2000; Hotzet al, 2000; Primmeet al, 2002; Zeisset, Beebee, 2000), utilisés lors d’'une
précédente étude comme outils d'identification didus P. ridibundus P. lessonaget
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d’hybridesP. kl. esculentugHolsbeeket al, 2009a). Nous avons eu recours a 6 marqueurs
microsatellites, les plus utilisés, afin de realisette affiliation.

3.2.2. Matériels et méthodes

3.2.2.1. Echantillonnage

975 échantillons buccaux de grenouilles vertes @@ collectés pour cette
identification : 59 individus témoins prélevés dam€Rhone et identifies au préalable par 4
marqueurs allozymiques, et 916 préleves durarndées années consécutives de terrain (lieu
et méthode de captures énoncés en chapitre 2).i Rarm 513 échantillons viennent des
Ardennes, 350 du Maine-et-Loire, 32 de I'lle d’Yem Vendée, 21 des Cotes d’Armor. Tous
ont été identifiés grace a la méthode PCR-RFLPIB8R décrite précédemment (appelée

aussi « identification par ITS2 »).

3.2.2.2. Extraction et amplification des microsatdites

L’ADN des échantillons buccaux conservés dans é@éhdnol 70% fut extrait en
utilisant la méthode de résine échangeuse diorelehb% (Walshet al, 1991). Six loci
microsatellites nucléaires ont été analysés (TabR4): Res 5, Res 15, Res 17 (Zeisset,
Beebee, 2000), RICA 1b5, RICA 5 (Garmral, 2000), et Rrid 059A (Hotet al, 2000). Les
6 PCR ont été réalisées avec des amorces portamqueue M13, dans un volume total de
10ul, contenant 10 ng d’ADN, 0: de chaque amorce, 0.1 mM de chaque dNTP, 2 mM de
MgCl,, et 0.2 unitéTag DNA polymerase (Promega). Les PCR ont été réaliskams un
thermocycleur tétrade PT200, et le protocole esuleant : une dénaturation initiale a 94°C
durant 4 minutes, suivie de 10 cycles constituésa’phase de dénaturation a 94 °C durant
30 s, d’'une phase d’hybridation a Tm °C durant 45 &L ou 66°C selon le microsatellite
(Tableau 3.4), et d'une phase d’extension a 72 dfard 1 minute, prolongé par 30 cycles
constitués d’'une phase de dénaturation a 94 °Gitl@éas, d’'une phase d’hybridation a 53 °C
durant 45 s, et d’'une phase d’extension a 72 °@Grdut minute, pour terminer par une
élongation finale & 72°C durant 10 minutes. Leslpits de PCR sont ensuite séparés dans un
séquenceur 16 capillaires ABI Prism 3130 Avant @erfnalyser (Applied Biosystems), en
utilisant un marqueur de taille genescan 500-LE£2 standard.
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Tableau 3.4 Liste des marqueurs microsatellites utilisésmr{locus), motif, séquence des
amorces, numéro d’accession sur GenBank, tempérdiuybridation (Tm), taille des
fragments, et auteurs ayant développé ou utilisérderosatellites. Les codes
bibliographiques sont donnés dans le tableau 3.8.

Séquence des amorces (5'-3’) | . Nb max Taille mini o
i Forward ° m . ' ode
Locus Motif Accession | (T) | dalleles et maxi biblio
Reverse par locus (pb)
Res5 (GT)15 F: ATACTG CCA ATA AGC TGG CAATGT TTAGC
AF195839 66 13 118-174 2,47
R: GGC CGA CTT CAAAGG GGTGCTC
Res15 (GT)20 F: TTTTTATTG CTAACT TGC CTG CTG TG
AF195842 66 19 224-278 234
R: CAG CCCCTC TGG TACACCT
Resl17 (TG)12 F: CTG TGC TGG CTG GGT TAT TGT A
AF195844 61 13 182-266 2,3,4,7
R: CAT CGG GTC TGT CTATCT ATC CAC
RICA1lb5 (CA)17 F: CCC AGT GAC AGT GAG TAC CG
AF286388 61 21 112-172 1,57
R: CCC AAC TGG AGG ACC AAA AG
RICA5 (CA)17 F: CCC AGT GAC AGT GAG TAC CG
AF286385 61 4 250 1,7
R: CCC AAC TGG AGG ACC AAA AG
Rrid059A  (AC)17 F: TGT ACC CGT CAT CGC TAG AG
FJ024048 61 24 98-174 6

R: CCC CAT ACATATTGT TGG TTC C

3.2.2.3. Analyse des données génétiques

Le génotype de chaque individu (nombre d’alléleget taille) est déterminé grace au
logiciel GENEMAPPER version 3.7 software (Applietb8ystems).
La diversité génétigue des deux especes parentaestifice au préalable par d'autres
marqueurs) est estimée grace aux fréquences abslign observant I'hétérozygotie observée
(Ho) et attendue (He) et la richesse allélique. ibesvidus P. kl. esculentusont exclus des
analyses suivantes, car leur diversité génétiqukeiet différentiation refletent leur « état
d’hybride ». Les parametrdss* et Fst*, ainsi que I'écart a I'équilibre de Hardy-Weeérh
(HW) ont été testés grace aux estimateurs de Weho&kerham (Weir, Cockerham, 1984)
calculé par le logiciel GENETIX version 4.05 (Beiklet al, 1996). La significativité debis
a été testée en utilisant la procédure de perroatgtar population de GENETIX (10000
permutations). La présence d’éventuels déséquslidecliaison a été testée grace au logiciel
GENEPOP version 3.4 (Raymond, Rousset, 1995) appptication de la correction de
Bonferroni pour les tests multiples. Une analysadidelle de correspondance (AFC) a été
réalisée sur les génotypes grace a GENETIX verdibb.2 (Belkhir et al., 2004), afin de
visualiser le pouvoir discriminant des loci. Le rtane le plus probable de groupe (K) au sein
du complexeP. esculentuset lI'assignement de chaque individu a un groupé &g
déterminés en utilisant un modele basé sur desoaeshBayesiennes implémentées dans le
logiciel STRUCTURE 2.1 (Pritchardt al, 2000). Nous avons testé des variations de K
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allant de 1 & 12 groupes, en utilisant des modales « admixture » (permettant au modele
de considérer que le génotype d'un individu pouvégulter d'un mélange de plusieurs
groupes) ou sans (ne permettant le mélange emstrgroeipes, ici, les 2 especes parentales et
les hybrides). Chaque modéle a été réalisé esarilil0 000 itérations pour 100 000 burn-in,
répété 10 fois pour chaque valeur de K. Pour édigesurestimer le nombre de K, la méthode
d’Evanno a été utilisée (Evanrai al, 2005). Nous utilisons un seuil de 90%, comme le
logiciel NewHybrids couramment utilisé, pour I'sgsement des individus a I'une des deux

especes parentales (Dupuwiéal, 2007).

3.2.3. Résultats

3.2.3.1. Diversité génétique

Parmi les 6 marqueurs microsatellite testés, seubnb donné des résultats
interprétables. Pour la suite des analyses, |ledtaés alléliques ont été classés en fonction de
I'identification taxonomique réalisée grace a lamoée RFLP sur ITS2. La richesse allélique
varie de 7 a 21 alléles selon les loci, les hylsridessédant souvent le plus grand nombre
d’alleles (Tableau 3.5). Durant la phase de lectomeconstate que tous les microsatellites ont
amplifié chez les 3 taxa. Il n’y a donc aucun locugrosatellite diagnostic, c’est-a-dire
spécifigue d'un des 3 groupes (surtout des 2 espémrentales, I'hybride étant la
« combinaison génétique» des deux premiéres). Dg, jpdrsqu’on observe les fréquences
alleliques par microsatellite, tres peu d’allelesvérent étre spécifiques d’'une des deux
especes (Figure 3.11), par exemple portéPpadessonaet les hybrides, mais pas ou tres peu
par P. ridibundus Les alleles spécifiques d& lessonaesont l'alléle 246 du locus res 17,
I'alléle 146 du locus RICA 1b5, et les alleles 16t2174 du locus res 5. On compte 4 alleles
spécifique deP. ridibundus les alleles 150 et 166 du locus Rrid059A, I'aldiB4 du locus
res 17, et I'alléle 160 du locus RICA 1b5.

Tableau 3.5 Richesse allélique obtenue pour chaque micriisatelassée par taxon.

Taxa
Microsatellites  P. ridibundus P. esculentus P. lessonae
Rrid059A 17 21 14
res 17 11 8 10
res 15 18 17 15
RICA 1b5 12 19 11
res 5 7 11 9
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Figure 3.11 Fréquences alléliques pour chaque microsatglitedaxon identifiés par ITS2.
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Tableau 3.8 Variabilité génétique des 5 microsatellites plegrdeux espéces parentales du
complexeP. esculentusN : nombre d’échantillons portant des alléles;: Hétérozygotie
attendue ; Ho : hétérozygotie observée ; Fis :fmeht de consanguinité; Fst : coefficient de
parenté P : p-value de la significativité de I'écart a I'élijore de HW ; RA : richesse

allélique.

Species
Locus P. lessonae P. ridibundus
Rrid0O59A
N 183 194
He 0.856 0.6027
Ho 0.5082 0.5361
Fis 0.409 0.113
Fst 0.04831 0.05368
P 0.12465 0.40862
RA 14 17
res 17
N 82 129
He 0.7088 0.6454
Ho 0.3902 0.3101
Fis 0.454 0.522
Fst 0.13364 0.13492
P 0.53415 0.45432
RA 10 11
res 15
N 148 126
He 0.8888 0.8421
Ho 0.5135 0.6667
Fis 0.425 0.212
Fst 0.05341 0.03096
P 0.21257 0.42501
RA 15 18
RICA 1b5
N 190 186
He 0.7786 0.6786
Ho 0.5842 0.5591
Fis 0.252 0.179
Fst 0.07848 0.06248
P 0.17942 0.25215
RA 11 12
res 5
N 58 140
He 0.7405 0.6111
Ho 0.3103 0.2571
Fis 0.587 0.582
Fst 0.06252 -0.00316
P 0.5906 0.58662
RA 9 7
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Les valeurs d’hétérozygoties observées et attendoiediaisées (Nei, 1972) sont présentées
dans le tableau 3.6 pour les 2 espéces parentiles, que les Fis et Fst. On constate
gu’aucun locus ne présente d’écart a I'eéquilibréHdedy-Weinberg (P>0.05), et ce pour les 2
groupes (Tableau 3.6). Tous les locus excepté sbcagions (parmi les 10) présentaient un
déséquilibre de liaison significatif (P<0,05) dd@groupe de®. ridibundus et tous dans les
P. lessonae

3.2.3.2. Différenciation Mendelienne

Dans un premier temps, nous avons analysé viagleiéb GENETIX uniguement les
échantillons témoins, préalablement identifies @é@2 et par 4 marqueurs allozymiques.
L’analyse factorielle des correspondances (AFC) éaeavec les 5 locus microsatellites
polymorphes nous permet de distinguer clairemegtoBpes différents, avec une inertie de
69,60% (Figure 3.12). Ensuite, 'ensemble des 9ttastillons ont été analysés, et 'AFC
nous révele des nuages de points mélangés, avementie de 62,96% (Figure 3.13). On
distingue les individus class®s lessonagar ITS2 plutbt vers la gauche du graphique, %t le
P. ridibundusvers la droite, les hybrides ont une position i@atet se mélangent aux deux
autres groupe. Mais compte tenu de tous ces cheegments, il est donc impossible de
différentier clairement les 3 taxa. Lorsque nowssbns les individus en 5 catégories selon
I'identification par ITS2 (RR, RI, RL, rL, et LL)pn observe un léger gradient chez les
hybrides avec une inertie de 49,92% (Figure 3.EA)effet, les hybrides classés RL ont une
position relativement intermédiaire, tandis quexcelassée rL sont plus proches des

lessonaeNéanmoins, ceci n’est qu’une tendance, car lesggs ne sont pas distinguables.

98



Identification taxonomiqt

Chapitre3:

(2 O 0E) 2 3%

o
=
s
=]
“
=
)
=
=
L
H
-

7

échantillons témoins

a partir des

Figure 3.12 AFC obtenue

.4

(2 p0LE) T 32F

Axe 3 (0L

J
X
W
o
rq
5
pA
=
w
&
e

partir de tous les échantillons

a

Figure 3.13 AFC obtenue

99



Chapitre3 : Identification taxonomiqt

......

_________

______________

-----------
_____

__________

_____ ) @ P. ridibundus

o K 59,0 = T - RI (P. esculentus)
@ RL (P. esculentus)
i rL (P. esculentus)

i P. lessonae

Are 2 (3184 %)

Axe 3 (13,38 %)

funil

-5
fxe 17499294

Figure 3.14 AFC obtenue a partir de I'ensemble des échanslidassés selon 5 modalités

3.2.3.3. Différenciation Bayesienne

Structure génétiqgue de I'échantillonnage

Lors de l'analyse des 59 témoins dans un premiapse puis de tous les échantillons, le
nombre de cluster (groupe) le plus approprié calsglon la méthode bayesienne et estimé
selon la méthode d’Evanno a été de 1. En effetahedyses avec le logiciel STRUCTURE,
réalisées avec ua priori (en tenant compte de l'identification pEiS2), et sans priori,
n'ont révélé aucune structure génétique, et lesillsitions ont toutes conduit a K=1 (Figure
3.15a). En effet, selon la méthode d’Evanno €28l05), la valeur de K correspond au pic sur
le graphique de&K en fonction de K, a une échelle de 100. Or,ri@@me a une échelle plus
petite (30), aucune valeur de K n’est discriminahtes mémes analyses ont été menées en
utilisant seulement les deux microsatellites ay@mieux amplifié, Rrid059A et RICA1b5, et
nous avons obtenu le méme résultat, K=1 (Figuré&3.1Nous avons aussi analysé
séparément les échantillons prélevés dans les Aedeat ceux venant du Maine-et-Loire,
puis uniquement les échantillons appartenant awx @speces parentales, et enfin, nous
avons sélectionné un échantillonnage homogéene @@adridus par taxa afin de vérifier que

nos résultats ne soient pas dus a des raisorstigiais, et nous n’observons toujours aucune
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structure. Ces résultats signifient que selon lahode bayesienne, il est impossible de
différencier génétiquement les 2 especes parengales hybrides grace aux microsatellites

choisis.
a 0w, p
80 -
X o
5 e
401
20 7 \‘/’—‘\L
*~— < * * + * + 2 2 0] ; ; ; ; * *
3 4 5 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8
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Figure 3.15 Résultats de la méthode d’assignation par aiustselon la méthode d’Evanno
et al. 2005). a : résultat de I'analyse des échamsi témoins, b) résultat de I'analyse de tous
les échantillons.

Affiliation lorsque K=2

Bien que selon la méthode d’Evanno pour l'estinmatie K, notre échantillonnage n’est
constitué que d’'un seul groupe, nous avons obserpéurcentage d’affiliation lorsque K=2,
car c’est le résultat auquel nous nous attendiBnffet, ce résultat observé par Holsbeek et
al. (2009) signifie que I'échantillonnage seraitmpmsé de 2 groupes, de 2 types d’ADN
différents, 'un correspondant a I'espece parerfallessonaget I'autre aP. ridibundus On
retrouverait alors 3 catégories, Rslessonaé€regroupant les individus portant au moins 90%
d’ADN P. lessonag lesP. ridibundus(regroupant ceux portant au moins 90% d’APN
ridibundug, et les hybrides (ceux portant les deux type d\¥AD

Parmi les témoins, I'affiliation aux deux especeseptales a été réalisée avec succes par le
logiciel STRUCTURE (Figure 3.16), avec un pourcgetade correspondance entre
I'identification par ITS2 et celle selon les micatallites de 100% pour leB. ridibundus
(Tableau 3.7), et de 90% pour I8 lessonaeEn revanche, la correspondance est trés
mauvaise pour le®. esculentuscar le logiciel a beaucoup de mal a les classetaat
gu’hybrides (22%), et les identifie plutét majonitanent en tant quie. lessona€45%).

Parmi tous les échantillons, on observe un pouagendle correspondance de 72% pouPles
ridibunduset de 81% pour leB. lessonadFigure 3.17 et Tableau 3.1)a correspondance
pour les hybrides n’est que de 12% (Tableau 3.&%, derniers étant identifiés par les

microsatellites comme deR. lessonaea 73,9%.Lorsque nous analysons les échantillons
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identifiés par ITS2 classés selon 5 modalités (®iybrides différents), on constate que
parmi les 12 individus hybrides classés RI, se@b It été identifiés pas les microsatellites
commeP. ridibundus et 75% commd®. lessonaeParmi les 162 individus rL, 4% ont été

identifies commed°. ridibundus et 90% identifiés commie. lessonae

Tableau 3.7 Comparaison entre I'identification par ITS2 etle grace aux microsatellites
lorsque K=2. Le pourcentage de correspondance estnhparaison uniguement entre
I'identification selon les microsatellites et ced& priori » déterminée selon ITS2

Identification Effectif Identification Effectif Pource ntage de
par ITS2 Microsatellites correspondance
" RR 17 RR 17 100.00
c RR 7
g RL 22 RL 5 22.73
2 LL 10
RR 1
LL 20 RL 1 90.00
LL 18
Identification Effectif Identification Effectif Pource ntage de
par ITS2 Microsatellites correspondance
RR 151
@ RR 207 RL 19 72.95
2 LL 37
€ RR 76
5 RL 553 RL 68 12.30
w LL 409
RR 27
LL 206 RL 11 81.55
LL 168
Identification Effectif Identification Effectif Pource ntage de
par ITS2 Microsatellites correspondance
RR 151
. RR 207 RL 19 72.95
§ LL 37
= RR 2
kS RI 12 RL 1 8.33
E LL 9
Lo
b RR 67
S RL 379 RL 58 15.30
= LL 254
c
8 RR 7
g rL 162 RL 9 5.56
LL 146
RR 27
LL 206 RL 11 81.55
LL 168
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Figure 3.16: Structuration des échantillons témoins impléragrar STRUCTURE 2.2 ou
K=2. Les individus sont classés selon leur idecdtibn génétique sur I'axe des abscisses
(RR :P. ridibundus RL : P. esculentud.L : P. lessonae Chaque individu est une ligne
verticale, de couleur différente en fonction duuge (ici de I'espéce parentale). La couleur
verte est caractéristiqgue de 'ADN de I'espcdessonagla rouge de I'espede. ridibundus
et les individus représentés par une ligne de Baoosia la fois sont des hybrideskl.
esculentus

Pourcentage Pourcentage
d'affiliation d'affiliation
100 100

80 80

60 60

40 40

20 20

0 0

Taxa identifiés
selon ITS2 selon ITS2

Taxa identifiés

Pourcentage
d'affiliation
100

80
&0
a0

20

0
RL Taxa identifiés
selon IT52

Figure 3.17: Structuration des 975 échantillons implémenttSIRUCTURE 2.2 ou K=2.

3.2.4. Discussion

L'identification taxonomique a l'aide de marquemdéculaires est la méthode la plus
efficace et robuste, a condition d’utiliser un noeisuffisant de marqueurs diagnostics
(Boecklen, Howard, 1997). De nombreuses étudesdéwtloppé des outils d'identification

taxonomique en utilisant divers marqueurs génésigaés que les allozymes (Hotz, 1983),
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les marqueurs mitochondriaux (Wagmgral, 2006), les microsatellites (Johameetal, 2009)

et le séquencage. En outre, dans un contexte die adéondial des amphibiens (Cushman,
2006; Houlaharet al, 2000; Stuaret al, 2004), il est important de développer et d’'uitisle
nouvelles méthodes le moins invasive possible, émegsitant par exemple qu’'un simple
prélevement salivaire. C’est dans ce cadre qudg&ié les marqueurs microsatellites comme
outils d'affiliation taxonomique chez les grenoedlvertes du complexXe. esculentusCes
marqueurs étant localisés dans le noyau, permeléentétection d’informations comme
I'hybridation et Iintrogression génétique, connuesmme étant fréquentes chez ces
grenouilles vertes. Des microsatellites ont étéeltdppés pour les grenouilles vertes (Garner
et al, 2000; Hotzet al, 2000; Zeisset, Beebee, 2000), et une étude Bséuliks plus
polymorphes pour des identifications taxonomiqudslifeek et al. 2009). Un autre avantage
des marqueurs nucléaires polymorphes est qu'ilsgmticulierement sensibles a la détection
d’espéeces ayant divergé récemment, et a cellggdéds spécifiques au sein d’'une espéce. Or,
le succés évolutif des hybrid®s kl. esculentus’expliquerait par la présence de différentes
lignées hybrides (théorie du GPG-FNV) dont les enags écologiques varieraient (Pagaho
al., 2008; Vrijenhoek, 1984). L utilisation de cette&éthode d’identification avait pour but a la
fois de distinguer les 2 espéces parentales éylasdes, mais aussi de détecter d’éventuelles
lignées différentes au sein des hybrides.

Malheureusement, au vu des résultats, nous ne sepaseen mesure d’aboutir a des
identifications taxonomiques. Les analyses ne sbatées que sur 5 marqueurs
microsatellites, ce qui peut étre insuffisant paure discrimination efficace. Toutefois,
d’autres auteurs aboutissent a une identificatexoriomique avec moins de marqueurs
(Holsbeek et al. 2009). Or, mes résultats monmeidgucun marqueur n’est diagnostic, c’est-
a-dire spécifique d'une des deux especes parentaées semble contraire aux informations
disponible sur GenBank, mais n’est pas surprernaart,l) les publications décrivant des
alleles spécifiques portaient sur de petits échansi (Tableau 3.8), 2) ces publications
portaient sur des échantillons provenant esseartieliht d’europe centrale et 3) une seule
étude populationnelle avec des échantillons imptstacontemporaine de mes travaux a mis
en évidence de maniere similaire que les allelessggiécifiques ne le sont pas tant que cela
Holsbeek et al. (2009). En revanche, cette mémaeéawvait noté la présence de plusieurs
alleles spécifigues au sein de chaque marquewtantpossible I'identification taxonomique,

ce qui n’est pas notre cas.
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Lors de l'analyse des témoins selon la méthode smiEmhe (GENETIX), nous
distinguons clairement 3 groupes, contrairemerargalyse selon la méthode bayesienne, ce
qui n’est en revanche pas le cas lors de I'analgs®us les echantillons, ou aucune des deux
méthodes ne détecte de groupe différent. Ces elifé&s de résultats observées entre les 2
méthodes sont dues a des modes de calculs stastitivergents. La méthode Mendelienne
est une approche fréquentielle (classique) qui esenpes données réelles a des données
théoriques, afin d’estimer le maximum de vraisemtda La méthode Bayesienne est une
approche rigoureuse car elle combine différentesces d’information afin d’élaborer une
solution analytique complexe, basée sur une madi@is des connaissances a priori. C’est
donc une approche qui tient compte du passé erdplusaximum de vraisemblance (Breton
et al, 2008).

Suite a I'analyse selon la méthode bayesienne, nous attendions a observer le
méme type de résultats que I'étude menée par Helsbeal. (2009), avec deux « groupes
d’ADN » différents (K=2), I'un appartenant a I'egm@e parentaleP. lessonaget l'autre a
I'especeP. ridibundus Ainsi, notre échantillonnage aurait été compasée3dcatégories, les 2
especes parentales, et les hybrides portant les tges d’ADN (Figure 3.18 d’apres
Holsbeek et al. 2009). Or, selon la méthode dectiéh de K d’Evanno, le nombre de groupe
est 1, et non 2. Ensuite, lorsque par curiositélmserve les résultats du modele pour lequel il
y a 2 groupes d’ADN, on s’apercoit que les deuxeesp parentales sont relativement bien
distinguées, mais que le probléme majeur estliaifhn des hybrides, qui sont la plupart du
temps classés par erreur parmi Redessonaelors de I'analyse des résultats en classant a
priori les échantillons selon 5 catégories (RR,R., rL, et LL, cf chapitre ITS2 p...), les
hybrides de la catégorie Rl sont majoritairemengéntdiés P. lessonag alors qu’on
s’attendrait plutét a ce qu’ils soient plus proched’espéece parentake ridibundus Ceux de
la catégorie rL en revanche sont bien classés andgnombre en tant que P. lessonae.
Néanmoins, le faible nombre d’individus classés®&Inous permet pas de conclure quant a
une tendance quelconque. En outre, puisque sjaistient le logiciel STRUCTURE ne
considéere pas que ce modele ou K=2 est le pluserrdilable, nous devons nous contenter de

I'absence de toute structure génétique parmi nds@fantillons.
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Figure 3.18 Structuration des échantillons belges impléneps STRUCTURE 2.2 issue
de la publication de Holsbeek et al. (2009) ou K= individus sont classés selon leur
identification morphologique sur 'axe des absds&ehaque individu est une ligne verticale,
de couleur différente en fonction du groupe (ici’dspéce parentale). La couleur blanche est
caractéristique de ’ADN de I'espé€e lessonagla noire de I'espece. ridibundus et les
individus représentés par une ligne de 2 couleladds sont des hybridéx kl. esculentus

L’échec de l'identification taxonomique de notréhautillonnage peut étre du a des
problemes méthodologiques, tels que de mauvaisgdifigations, lectures de pics, etc...
Néanmoins, les résultats obtenus pour les témoisge la différenciation mendelienne nous
laissent penser que d’autres causes semblent qahalpes.

Tout d’abord, les logiciels GENETIX et STRUCTURE m®nt pas adaptés aux cas
d’hybridation. Une étude comparative de différentsgiciels (NewHybrids, Baps,
STRUCTURE et GeneClass) a montré que STRUCTURHeesteilleur logiciel existant
pour le moment pour I'analyse de données génétiqaesomplexes hybrides, néanmoins, il
n'a pas été congu pour, ce qui pourrait expligaedifficulté a trouver une structure génétique
au sein de notre échantillonnage. De plus, nousresndans le cas d’hybridation particuliére,
celle d’'un complexe hybridogénétique, ce qui coqumiles calculs.

De plus, il est important de noter la présence ombreuses grenouilles vertes d’origine
allochtone en France, notamment dans notre zomed#&éNotre échantillonnage compte tres
probablement des individus originaires des Balkanatolie et d’Egypte (Arancet al,
1995; Neveu, 2004; Pagaret al, 2001a; Paganet al, 2003; Vorburger, Reyer, 2003).
Ceux-ci ne pouvant étre détectés clairement pamiagjueurs moléculaires sont confondus
avec lesP. ridibundus et font donc partie du « groupelibundus» (ridibunduslike water

frog species) (Ohst, 2008). Ainsi, ces grenouitiEsigine exotique possedent un patrimoine
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génétique légerement différent de celui Besidibundusnatives. En les intégrant de fait au
groupe ridibundus sensu Ohst cela contribue probablement & une sur-estmade la
variabilité génétique desdibundus sensu strictet a I'éparpillement observé sur la carte
factorielle de I'AFC. Or, les marqueurs microsated mis au point par les différentes équipes
ont toujours été développés a partir d’échantilldesgrenouilles vertes en provenant des
mémes collections (celle de Graf & Pelaz, de Gyrmérde pays plus a I'Est (Tableau 3.8),
zones dans lesquelles le statut et la taxonomi® dedibundussont bien plus clairs (Plotner,
2005). Nous pouvons donc supposer que les marqueigresatellites choisis, développés
pour les grenouilles vertes natives du compléxesculentusne seraient pas adaptés au cas
des grenouilles vertes « francaises », mélangeatmagilles natives et exotiques.

Enfin, dans un contexte d’introduction récente denguilles exotiques du groupedibundus
sensu largqles naturalistes wallons ont en effet observétgefprogression des grenouilles
rieuses, vendues dans les étangs depuis une palgaréeées ; Chritiane Percsy, com pers.,
Holsbeek 2010), Holsbeek a mis en évidence unegréassion importante. Or, la présence de
ces grenouilles allochtones en France a été rémartalepuis de nombreuses années
(Ljubisavljevicet al, 2003; Neveu, 2004), et les introductions sonbabdement nombreuses
et répétées depuis au moins 50 ans. L'explicatenplus probable a ces problemes
d’identification en France est que l'introgressast généralisée parmi les grenouilles natives
et exotiques et brouille le signal génétique dasspmtoportions plus importantes que la ou les
introductions sont les plus récentes. Ceci expt@tueourquoi I'étude d’Holsbeek et al.
(2009) menée sur des échantillons belges venanegatite zone géographique a permis une
identification taxonomique claire contrairementas mnalyses sur des échantillons venant de
toute la moitié Nord de la France.

Le cas des hybrides est tout aussi particuliersqua des grenouilles du groupdibundus
sont originaires de différents pays, on retrouve kgbrides portant différents « type » de
génome R, rendant plus difficile I'identificationotéculaire. De plus, plusieurs études on
observés des cas d’hybridogénese imparfaite, et <ipermissive » chez ces hybrides,
permettant des échanges et transferts de fragrd&i¥N d’'un génome parental a l'autre
(Mezhzherin, Morozov-Leonov, 1997; Ohst, 2008; mMaga Schmeller, 1999). Ces
introgressions génétiques peuvent alors brouidsrpistes. L'hybridogénese imparfaite peut
aussi conduire a la production de gametes diplajBesgeret al, 1986), aboutissant a des
descendants triploides (Plotregral, 2008; Tunner, 1979; Vorburger, 2001b). Or, leids

GeneMapper ne permet pas la détection les individpsoides, surtout lorsqu’ils sont
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homozygotes pour le génome porté en double. Pan@ee un individu RRL peut porter le

méme alléle sur le génome R, et un autre sur lergéri. Ainsi, lors de la phase de lecture,
seuls 2 pics seront visibles, un pour l'alléle ggrar les deux R, et I'autre pour I'allele porté
par L. Bien que ces individus soient identifiés ocoenhybrides, ils sont classés comme

diploides par erreur, ce qui est une perte d’inédrom.

Tableau 3.80rigine des échantillons utilisés par les difféesréquipes ayant développés et
utilisés les microsatellites chez les grenouilleges Européennes.

Code iqi
Auteurs o Année Taxa testés N Orlgln(.e des
biblio échantillons
Garner et al. 1 2000  P. lessonae 25 Royaume Uni

P. esculentus

Collection de Graf & Polls-Pelaz

Zeisset et al. 2 2000 P. esculentus - (Est)
Primmer 3 2002 - Collection de Garner (RU)
Zeisset et al. 4 2003 P. ridibundus 40 Royau_me Uni
36 Hongrie

P. lessonae Estonie
Christiansen et al. 5 2005 P. lessonae 191 Pologne

P. esculentus Danemark

P. ridibundus
Hotz et al. 6 2001 PpP.lessonae - Pologne

P. esculentus

P. ridibundus
Holsbeek et al. 7 2009 P. lessonae 510 Belgique

P. esculentus

P. bedriagae

3.2.5. Conclusion

hY

Contrairement a ce qu’'on aurait pu imaginer a dature de la bibliographie,
I'identification taxonomique grace aux marqueurscnosatellites se révele extrémement
compliquée, a tout le moins dans un contexte aiductions multiples qui semble déboucher
sur des processus d’introgression non moins imptxtaNon seulement aucune des deux
espéeces parentales n'a pu étre détectée de maoirste, mais surtout l'identification des
hybrides est clairement inefficace et ne permetcdpas lidentification des différentes
lignées hybrides. Cette étude révele a quel peirtak des grenouilles vertes en France est
complexe, y compris au niveau moléculaire. Ce geoapt composé de plusieurs especes
différentes se reproduisant toutes entre ellesjostnant des hybridogenes possédant un
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patrimoine génétiqgue composé d’'une mosaique d’ABNldsieurs espéces. Par conséquent,
les marqueurs microsatellites que nous avons ésijlibien que les plus testés et les plus
polymorphes, ne sont pas adaptés a lidentificatimxonomique des grenouilles vertes

localisées en France.

Conclusion

La systématique des grenouilles vertes du g@miephylaxreste assez difficile a
clarifier. A I'ere de la génétique, face aux diffites d’identification taxonomique via les
criteres bioacoustiques et morphologiques, lesctieerrs se sont tout naturellement tourné
vers la recherche de marqueurs moléculaires sgéeside chacune des espéces. Plusieurs
types de marqueurs ont alors été développés, paigst sur des échantillons venant de
'Europe entiere. Au fils des analyses, on s’apérgme la situation taxonomique est
relativement complexe, notamment chez ce qu’onlepgésormais le « groupaibundus»,
composé finalement de plusieurs conspécifigues.cBaséquent, la situation est tout aussi
ambigte chez les hybrides, puisque ayant des asadir « groupadibundus» pouvant étre
d’especes difféerentes. Il n’y aurait peut étre dpas un seul hybride au sein du complBxe
esculentus mais plusieurs, portant des génomes R de diftésemspéces du groupe
ridibundus En outre, le mode de reproduction hybridogémtiniest peut étre pas le mode de
reproduction systématique de toutes les lignéeddssh
Grace a toutes ces analyses moléculaires, on decdawnouvelles situations faisant évoluer
régulierement la systématique de ce genre taxon@mef nous amenant a nous questionner

sur le concept « d’espece » chez ces grenouillkesve
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Chapitre 4

Sexuality vs clonality: preliminary results of
larval performance of P. pereziP. kl. grafi and

P. ridibundus(Ranidae, Pelophylax).

Les hybrides unisexués combinent a la fois vig@twrccumulation d’'alleles délétéres. Alors
que, parmi les grenouilles vertes, le complBxesculentusait I'objet de nombreux articles
scientifiques, le complex®. grafi n'est que peu étudié. Ayant un mode de reproductio
analogue au premier complexe, on peut se demankdsr lsybridesP. kl. grafi présentent les
mémes caractéristiques. Dans un second temps, tenmti@n s’est portée sur l'effet des
génomes portant un lourd fardeau génétique sumlast des grenouilles. Ainsi, un individu
ayant un de ces génomes transmis clonalement kes-imémes performances que ceux
possédant deux génomes issus de reproduction kEefugbus avons donc réalisé un élevage
expérimental afin de comparer les performancesaiges de différents croisements. Ce
chapitre a fait I'objet d’'une soumissionJaurnal of Zoological Systematics and Evolutionary

Research
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Sexuality vs clonality: preliminary results of larval performance

of P. pereziP. Kkl. grafi and P. ridibundus(Ranidae, Pelophylax).
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Running title : Sexuality vs Clonality in water frogs

ABSTRACT

Asexual hybrids may combine heterosis and accuimulatf deleterious mutations. This
contrasting advantages and disadvantages quebtofate of these lineages. As waterfrogs
constitute hybridogenetic complexes where hemidlogharids occur, we aim to compare the
performances of distinct tadpole lineages (hybridan hybrid but bearing a clonal genome).
In a first step, we compared the fitness-relatedalalife-history traits (survival and growth
rates, time to metamorphosis and mass at metansg)hevidencing an intermediate

performance of hybridogenetic tadpolskl. grafi in comparison with the parental species.
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In a second step, we compared the performancd3 oidibundustadpoles with different
genomes: either containing 100% sexual genomes086. No strong differences were
observed among lineages suggesting few effect ¢ation accumulation except for the RRg
lineage that exhibited a bad performance, may leetdia more ancient clonal history. Our
data suggest th#&t. ridibundustadpoles are more competitive than other southetenirog,
and represent a risk for the diversity of indigemavater frog assemblages in France and
Spain.

Key words: Hybrid fitness, clonal genome, larval performanitybridogens?. grafi

complex,P. ridibundus

4.1. Introduction

Hybridization is receiving renewed attention asrg/lzones are known to be places where
important evolutionary events occur (Anhettal, 2005; Barton, Hewitt, 1985). Defined as
interbreeding between differentiated lineages wa tanterspecific hybridization events occur
in almost all sexually reproducing groups of orgam (Mallet, 2005), and are regular and
probably important in nature (Seehausen, 2004)gitenm consequences of hybridization
depends on the genetic basis of hybrid fitnessudecfusion of previously distinct lineages,
extinction of one or both lineages, evolution gine@uctive isolation via reinforcement, and
production of novel, highly fit hybrid phenotypdsgpman, Zamir, 2007). This hybrid vigour
is due to the heterosis effect (because of hightarbzygotie rate), which confers advantages
to increased genetic diversity (Moore, 1977; TunMopp, 1979), and can permit hybrid
lineages to colonize new niches or allow speciationugh parallel selection pressures and
divergent natural selection (Fitzpatrick, Bradldya8er, 2007; Gross, Rieseberg, 2005; Parris
et al, 1999; Rhode, Cruzan, 2005; Riesebetrgl, 2003; Robbin®t al, 2010). Thus, natural
hybridization event is an admixture which can a@eaew phenotypes allowing a great
phenotypic plasticity and facilitates adaptive ewon in modified or degraded habitats
(Johansen-Morris, Latta, 2008; Riesebetr@l, 2003). In a context of Amphibians worldwide
decline, du to habitat loss and fragmentation, &en change, emerging diseases,
environmental contaminants, introduction of alipeces (Beebee, Griffiths, 2005; Blaustein
et al, 1994; Cushman, 2006; Ficetola, De Bernardi, 26@Ylahanet al, 2000; Stuaret al,
2004),the ability of one genotype to express alternaphienotypes to match with current

environment is crucial to persist.
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Among hybridization events, unisexual hybrids ciust a peculiar case. These hybrid
lineages are resulting from crosses between diffeted bisexual species, and stabilising
through a clonal (parthenogenesis, gynogenesikemmiclonal (hybridogenesis) reproductive
mode (Vrijenhoek, 1993). They are generally thougintbe evolutionary ‘dead-ends’
(Maynard Smith, 1978; Simoet al, 2003), but the persistence of stable unisexnahljes in
numerous independent taxa, sometimes ancient,acheis this generality (Judson, Normack,
1996). As an example, stable unisexual hybridogefetexual complexes have been
observed in fishes (Poeciilidae and Cyprinidaegeat (Phasmatodae and Chironomidae, and
amphibians (Ranidae) (Berger, 1973; Collares-Pesatial, 1999; Schultz, 1969; Tinat al,
1995).1In these hybridogenetic complexes, gametogenesisasacterized by distortion prior
to meiosis leading to genome exclusion of one patepecies in the hybrid germ line, and
by the production of clonal gametes which only eamthe genome from the other parental
species without recombination (Schultz 1969). Tlyeridogen generally reproduce, as a
sexual parasite, with the parental species frontlvthe genome is discarded, for maintaining
at each generation its lineage (Beukeboom, Vrijekhdl998; Graf, Polls Pelaz, 1989;
Holsbeeket al, 2008). Mating between hybrids produce non-hybffdpring possessing two
hemiclonal genomes, and often die at an early lastage, because they express recessive
deleterious mutations (Binkeet al, 1982; Gueset al, 2002; Semlitsch, Reyer, 1992).

fm W Ym0
AR

R LL RQ‘ PP
L/k Q_)/ P«J /®/

excluded / excluded
ReL RgP

\P. esculentus complex /\ P. grafi complex /

Figure 1:P. esculentusand P. grafi hybridization complexes. Germ cells are encircled.
genome ofP. lessonagR: genome oP. ridibundus P: genome oP. perezi Re: genome
ridibundustransmitted by a hybridogdn kl. esculentusRg: genomeidibundustransmitted
by a hybridoger®. kl. grafi.
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European water frogs (Amphibia: Ranidae) are chearaed by several hybridogenetic
complexes (Graf, Polls Pelaz, 1989). The most wpickssl and abundant complex occurs in
Central and Eastern Europe, and involve the pdrepiciesP. ridibundus(genome RR)
Pallas, 1771P. lessonadgenome LL) Camerano, 1882, and the hybriddgeki. esculentus
(genome RL) Linnaeus, 1758. These hybrids are ctaraed by a hybridogenetic
reproduction mode (Schultz, 1969):. the genomePoflessonaeis eliminated from the
germline prior to meiosis, and the genome of tHeewoparental specie®,. ridibundus,is
clonally transmitted through gametes to the nexiridygeneration (in this paper we will
name it Re i.e. clonaldibundusgenome beared and transmittedesgulentusybridogens).
Indeed, the hybridogens usually coexist wethessonagethe sexual parental host species, on
which depends the restoration of hybrid lineagemm@d L-E system, Figure 1) (Uzzell,
Berger, 1975). Another hybridogenetic complex osdn Southern France and Northern
Spain (Dafet al, 2006; Grafet al, 1977; Graf, Polls Pelaz, 1989; Pagatal, 2001c). In
the P-G system, analogous to the L-E systeiki, grafi (genome RP) is the hybrid between
P. pereziSeoane, 1885 (genome PP), &didibundus(Figure 1). Hybridogenetic lineages
produce only haploid gametes witldibundus genome (named Rg i.e. clonadlibundus
genome beared and transmittedgogfi hybridogens), and restore at each generation ghrou
matings withP. perezi(Graf, Polls Pelaz, 1989). Astonishingly a lotstiidies were made on
the L-E system ané. kl. esculentysbut few on the P-G systefPatrelle, 2010), and its
hybridogenetic features (hybrid persisting lineaggsod fitness of hybridogens). To our
knowledge P. kl. grafi was never compared to its parental speRigereziandP. ridibundus
regardring fitness related traits. Thus, it seamset interesting to focus on this poorly studied
P-G system to check R. kl. grafi are exhibiting a better fitness in regard to paespecies
such as evidenced in the other hybridoBekl. esculentugheterosis effect, Hotz et al. 1999).
Because of their clonality, thedibundusgenome beared and transmitted by the hybridogens
P. kl. esculentusind P. kl. grafi may have an accumulation of deleterious mutations due t
their long history of clonal inheritance, throughulldr’'s Ratchet (Archetti, 2005; Graf J.-D.,
P., 1979; Guet al, 2002; Vorburger C., 2001a). Therefore, matingsvben hybridogens
(of the same taxa) generally produce unvidhleidibundusoffspring, especially when hybrid
lineages are old (Binkesdt al, 1982; Semlitsch, Reyer, 1992), which reflects boygosity
for recessive deleterious alleles at particulai [@guex et al, 2002). However, it is not
systematic and hybrid crosses could produce vigbleidibundusoffspring, because their

clonal genomes are unlikely to share recessivetatalas alleles at the same set of loci
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(Vorburger, 2001b). Such events can naturally hafg@eause, in natural populations, diverse
assemblages of waterfrog taxa may occur @afl, 2006; Holsbeek, Jooris, 2009; Pagaho
al., 2001a; Paganet al, 1997). Hybridogens can constitute “pure” popwlasi (Christiansen
et al, 2005; Graf, Polls Pelaz, 1989; Ginthedral, 1979) where such matings between
hybridogens occur frequently. Surprisingly, thediss of thesP. ridibundusneoformed was
poorly observed, and it could be interesting taestigate their performances.

Thus, we compare larval life-history traits relateditness among water frog tadpoles from
different taxa or bearing different clones. We diavith a laboratory experiment in which
tadpoles were reared under controlled environmeamtadiitions, in order to. First, we tabe
hypothesis of spontaneous heterosi® id. grafi, comparing larval performances in progeny
of three crosses: the two parental speBiegereziandP. ridibundus and hybridd. kl. grafi.

If hybrid tadpoles show a better fithess than thafsgarental species, the hererosis effect will
be confirmed. If it is not the case, hybrids coplésent intermediate characteristics or be
inferior parental species, and the hypothesis b&lrejected. Second, we try to evaluate
deleterious mutation load amoRyg ridibundustadpoles getting different parental origins: i) a
RR lineage “100% sexual” as both genomes originfitad P. ridibundusparents, ii) a “50%
clonal” lineage RRg with the hemiclone (Rg) trangea byP. kl. grafi, iii) a “50% clonal”
lineage RRe with the hemiclone (Re) transmittedPbkl. esculentusif severely handicapped
by the deleterious mutations in clonal genomesshwild expect that some of these mutation
will be expressed in the 50% clonaibundusoffspring (either at the heterozygote level or at
the homozygote one) and thus affect negatively#r®rmances of the tadpoles.

4.2. Materials and Methods

FIELD AND EXPERIMENTAL PROCEDURE

Adults Pelophylax perezandP. kl. grafiwere collected in spring 2006 in two natural ponds
near Ejea de los Cavalleros, Aragon Region, Sfindibundusand P. kl. esculentusn
wetlands near Angers, France. Before experimenteaises, taxon of each sampled frog was
determined from a toe using allozymes (LDH-B laetdé¢shydrogenase, PGM ) (Hotz, 1983;
Lodé, Pagano, 2000; Uzzell, Berger, 1975) and thReFRmethod based on ITS2 only for

northern frogs from Angers (Patrelés al, 2010). Five artificial fertilization were realide
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follow standard procedures (Bergdral, 1994; Semlitsch, 1993) (Table 1). All crossesewe
made on 20 of May, and eggs were incubated in the laboraiarydechlorinated and
oxygened tap water at 20 £1 °C. When tadpoles kdtemd reached stage 25 (Gosner 1960;
free-swimming), nine days after crosses, tadpoleseweared in tanks. This moment is
considered as the beginning of the experiment fothe analysis (T0). Tadpoles were
randomized and kept in large tanks filled with 4@fLaerated tap water, and carried out at
room temperature. For each cross, tadpoles weeg@lan 4 tanks at a density of 0.175
individuals/ L (7 individuals/ tanks). The 140 tadgs disposed in 20 tanks were feed with a
mix of rabbit and fish foo@d libitum until the beginning of metamorphosis (developrakent
stage 42, Gosner 1960). The water quality (niteate nitrite levels, pH, and conductivity)
was observed twice a week during all the experintentnaintain tadpoles in the same

conditions. Tanks were also daily inspected forrtmaoval of dead larvae.

Table 1: Crosses made with different taxa. Progeitly (RRe) and (RRg) genotypes dte
ridibunduswith oneridibundusgenome of sexual origin (one parental speBiesdibundus
and one from clonal origitother parent: hybridP. kl. esculentusr P. kl. grafi). Those with
(RgP) are hybrids with @dibundusgenome from a hybri®. kl. grafi and a perezi genome
from P. perezi

Code of Female type Male type Progeny Clonality

Crosses (%)
1 P.perezi (PP) P.perezi (PP) P.perezi (PP) 0
2 P.perezi (PP) P. kl. grafi (RP) P. kl.grafi (RgP) 50
3 P. ridibundus (RR) P. ridibundus (RR) P. ridibundus (RR) 0
4 P. ridibundus (RR) P. grafi (RP) P. ridibundus (RRg) 50
5 P. ridibundus (RR) P. kl.esculentus (RL) P. ridibundus (RRe) 50

MEASURES OFPERFORMANCE

Proportion of survivors reaching metamorphosisietito metamorphosis, body mass at
metamorphosis, and growth rate were used as stesga fitness to measure the effects of
genotype (Hotz, Semlitsch, 2000; Hotzt al, 1999). Metamorphosis was defined as
emergence of at least one forelimb (stage 42; Gd9®0). At metamorphosis, metamorphs
were removed and weighted to the nearest 0.1 mg.dLnation of larval period (time to

metamorphosis) was calculated as the total daym ftbe start of the experiment to

metamorphosis (Hotz, Semlitsch, 2000; Hetz al, 1999), and proportion of survivors

metamorphosing was calculated as the number ofmuepds divided by the total number of
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tadpoles at TO. Growth rate for each metamorph egdsulated as body mass divided by
number of day to get to metamorphosis.

STATISTICAL ANALYSES

Individual values with no transformation were usesl units for analysis. Four dependent
variables were recorded for each individual; timertetamorphosis, mass at metamorphosis,
survival and growth rate. As distribution of resatiiis not norma{Kolmogorov-Smirnov
test), non-parametric tests were used. To testidhyigterosis or clonaldibunduseffects, we
compared dependent variables of the crosses ubmgKtuskal Wallis test, and when
significant differences were observed (indicatedpas 0.05), Mann-Whitney pairwise
comparison (Bonferroni corrected) was used. Forptiogortion of survivors, the chi-square

method of Pearson was performed. All statisticalysis were performed using R software.

4.3. Results

P.GRAFICOMPLEX FITNESYPP,RgP,RR)

The overall survival rate for all experiments wa8.89%. Between the three crosses
representing the. graficomplex, there was no significant difference ofvatal rate (82.14%
for tadpoles with (PP) and (RR) genotypes, and8@2. for tadpoles with (RgP) genotype;
chiz de Pearson tegg = 1.3576, df = 2, p-value = 0.507).

No significant difference were observed for timentetamorphosis amorfg. grafi complex
crosses (Table 2, Figure 2).

We observed significant differences in mass at metphosis according to the three taxa of
the complex (Table 2, Figure 2). Tadpoles with RRRa@ype were significantly bigger than
those with RgP genotype (Mann-Whitney test, U= 324).018) and PP genotypes (U= 89,
p=2.14x10-6). The latter one were the smallesth witsignificant difference with tadpoles
with RgP genotype (U= 242, p=0.043).

Growth rate was also affected by taxa effect (Tahlé-igure 2), and as mass results, RR
tadpole’s genotype exhibited the greater rate. @hadpoles grow significantly faster than
those with RgP genotype (Mann-Whitney test, U= 328).031) and PP genotype (U= 96,
p=3.85x10-6). Tadpoles with PP genotype got thellsararate, with a significant difference
with RgP genotype’s tadpoles (U= 230, p=0.024).
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Table 2: Results of Kruskal-Wallis test fBr grafi complex taxa effect of the three crosses
tadpoles for mass at metamorphosis (Mass), timmadtamorphosis (Time), and growth rate

(Growth).
Variables Tadpole Mean SD ¥ df P
genotypes
c PP 1.128 0.163
2 RgP 1.313 0.291 25.652 2 2.60x10°
= RR 1.489 0.249
=y PP 60.643 3.369
e
Py RgP 59.429 2.441 2.352 2 0.308
1S
[ RR 60.607 4.049
S v PP 0.019 0.003
> -
% S RgP 0.022 0.005 24.91 2 3.89x10°
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RR 0.025 0.004
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Figure 2: Body mass at metamorphosis (a), timed¢tamorphosis (b), and growth rate (c) for
the five different crosses. Boxes define the intartjle range (IQR), horizontal lines
represent the median, and whiskers indicate themma® and minimum values within 1-5
times the IQR. Open circles denote outliers withih and 3 times the IQR.
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CLONAL RIDIBUNDUSGENOME EFFECTRR,RRg,RRe)

No significant difference of survival rate among tihree crosseR. ridibundus (82.14% for
tadpoles with (RR), 100% for (RRg) genotypes, a@2.31% for (RRe) genotype; chi? de
Pearson tesy? = 1.324, df = 2, p-value = 0.516).

Time to metamorphosis amoly ridibundusprogeny were not significantly different (Table
3, Figure 2).

Mass at metamorphosis were significantly affectgdlbnal ridibundus genome effect (Table
3, Figure 2). Tadpoles with RRe genotypes wereifsigntly bigger than those with RRg
genotype (Mann-Whitney test,U= 165, p=0.013). Themre no significant differences
between tadpoles with RR and RRe genotypes (U=383.9), nor between those with RR
and RRg genotypes (U= 228, p=0.091).

Growth rate was also affected by clonal ridibundighome effect (Table 3, Figure 2).
Tadpoles with RRg genotype grew slowly than thogh RR genotype (Mann-Whitney test,
U= 126, p=0.000) and RRe genotype (U= 131, p=0.0DHgre was no significant differences
between growth rate of tadpoles with RR genotype those with RRe genotype (U= 326,
p>0.9).

Table 3: Results of Kruskal-Wallis test for clormadibundus genome effect of the three
crosses tadpoles for mass at metamorphosis (Mas®, to metamorphosis (Time), and
growth rate (Growth).

Variables gl—ﬁgt‘; %lgs Mean SD ¥ df P
> RR 1.489 0.249
a RRg 1.311 0.272 8.996 2 0.011
= Rre 1.585 0.343
o5 RR 60.607 4.049
£ g RRg 71.040 9.370 0.322 2 0.851
Rre 64.280 10.098
£ 2 RR 0.025 0.004
53 RRg 0.019 0.005 18.88 2 7.95x10°
°e Rre 0.025 0.007
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4.4. Discussion

LARVAL PERFORMANCES AND RELATION TO FITNESS

Larval life-history traits measured are thought gieatly influence individual fitness in
anurans (Hotet al, 1999). Survival to metamorphosis influences 8s#rough its effect on
juvenile recruitment and the potential for popuatgrowth (Berven, 1990). High body mass
at metamorphosis may involve higher proportionwfepile survivors (Scott, 1994), better
physiological and locomotors performance in theetdrial environment (Newman, Dunham,
1994), and may lead to earlier first reproductioniasger size at first reproduction (Scott,
1994). Early metamorphosis enables tadpoles to mmtshose quickly at a small size to
avoid drying of temporary ponds (Newman, 1988; Newwmil989; Smith, 1983) or aquatic
predators (Newman, 1988; Newman, 1989; Smith, 198ayis et al, 1985; Van Buskirk,
2002; Van Buskirk, Arioli, 2005), and may also ldadearlier sexual maturity (Smith, 1987).
Thus, there is a trade off between larval period lamdy mass, the fitter are tadpoles that can
get a shorter larval period with a greater bode giz. a better growth rate). In other words,
in a context of a similar larval period, the fitexhibit a greater body mass or a better growth
rate. In our study, regarding the little variationtime to metamorphosis, body mass and
growth rate variations among taxa should be the peslictors of fitness. Based on this
evidence, it has been assumed that the larvahi#ery traits measured as surrogates of
fitness are in fact highly relevant componentsnaiividual fithess (Guext al, 2002; Hotzet

al., 1999).

In our study, high tadpoles survival indicates tbgperimental conditions remained within
the range of tolerance of the tadpoles whatevetatka or their geographical origin (Western

or Southern Europe).

P. GRAFICOMPLEX FITNESYPP,RgP,RR)

Even if spontaneous heterosis in hybrid clonal viltgs is strongly supposed by Hotz et al.
(1999) for theesculentushybridogen, surprisingly, the hybrid superioritly . kl. grafi has
never been tested. Our study is the first oneptakaowledge, comparing, in the P-G system
the performances of the hybridogén kl. grafi with that of parental species. Our results
showed differential reaction norms for mass atametrphosis and growth rate among taxa of
the hybridogenetic complex, but time to metamorpghdgd not varied. Hybridogen®. k.
grafi (RgP), which came from a natural hybridogenetiedige P. ridibundus x Pkl. grafi),
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exhibit intermediate body mass and growth rategriaf to P. ridibundusbut superior td.
perezi P. ridibundus(RR) tadpoles had faster growth rate and greatdy mass in respect to
P. perezi(PP) ones. It evidenced that the hybridogen didet a superior fithess, but an
intermediate one, in comparison with both parespa&icies. Thgrafi hybridogen exhibits an
intermediate performance but better than thatsodympatric parental speciésperezi
Regarding water frogs, many studies observed tHermp@ance of hybridogen tadpoles of the
“L-E complex” in comparison with the sexual hosttloe two parental species. In some cases,
the superior performance of hybrid in comparisothwhe two parental species was observed
for P.kl. esculentugrom natural hemiclonal lineages (Berger, RybatRiQ7; Berger, Uzzell,
1980; Gutmanret al, 1994; Hotzet al, 1999; Semlitsch, Reyer, 1992; Tietje, Reyer, 2004
Tunner, Nopp, 1979), while in other cases, hybrasgexhibited intermediate performance,
and no heterosis effect was observed (Plebhetl, 2000a; Plenegt al, 2005; Plenett al,
1998; Plenett al, 2000b). Our results are more congruent with §y@othesis asserting that
hybrids have intermediate characteristics and pedaces regarding parental species (Plenet
et al, 2000a), and might be best suited for intermediatkes in which the parental species
are inferior competitors (intermediate niche hygsik; (Moore, 1984; Vrijenhoek, 1998).

As others authors studying. esculentusomplex (Pagan&t al, 2001b; Semlitsclet al,
1997), we suspect differential habitat preferertmetsveenP. kl. grafi andP. perezitadpoles

to be crucial for their coexistence. Qexperimental results supported the habitat segmepat
hypothesis (Plenedt al, 2005), model predicting that the coexistencehefunisexual hybrid
and its sexual host is possible only in heteroges@&mvironment, because each taxon exhibit
highest performances in different microhabitatsijévihoek, 1978; Vrijenhoek, 1994). This
habitat segregation hypothesis was observed in raevkybridogenetic complexes

(Poeciliopsis complex, Vrijenhoek, 1978,1994; wditeg complex, Berger 1973).

CLONAL RIDIBUNDUSGENOME EFFECTRR,RRg,RRe)

Among the thred®. ridibundustadpoles with different origins, we observed adysarvival
rate, but larval performances were affected. RRIigdkes grew slowly in respect to the two
other lineages, and were smaller than RRe tadpolash were the better performer. Thus, it
evidenced that RRg lineage exhibits a bad perfocadfitness) in respect to other lineages.
One possible explanation is accumulation of dalmtier mutations by Muller's Ratchet that
impact even at the heterozygous state. Moreovemtigin of Rg clonal genome bearedmy

kl. grafi is unknown. It should originate from a primary hylzation of R. perezi with i) a
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sexual R genome brought byParidibundusor ii) a clonal R genome coming from an other
hybridogenP. kl. esculentudn the second hypothesis, it should be a veryctiddal genome
that could have fixed many deleterious mutatiorsPAridibundusare rare in the distribution
range of the P-G system, suggesting that, evecciiroingP. Kl. grafi * P. kl. grafi mating do
not succeed in natural conditions it keeps fewelatt occasional recombination i.e. “covert
sex” (Vorburger, 2001a) that is to say few posgibs to reduce mutational load.

By contrast, the other clonatlibundusgenome transmitted . kl. esculentugRRe) didn’t
evidence any disadvantage in comparison to 100%esagibundusoffspring: they show the
same body mass, but better growth rate than (Ripptas. It suggests 1) that the deleterious
mutation accumulated by Muller's Ratchet are, ins thneage, not impacting at the
heterozygous state (Guest al, 2002); and/or 2) it is possible for Re to limit educe
mutation accumulation (Vorburger, 2001b) thankghe abundance d?. ridibunduswith
diverse origin.

Among taxa,P. ridibundustadpoles (RR and RRe) were the better perfornasrd,can be

considered as the fitter.

IMPACT ON WATER FROG POPULATION DYNAMIC IN A CONTEXT OF INVASIVE SPECE

Theses results seem to be very important for witgy evolutionary fate. Indeed, live
imports of P. ridibundus (mainly from Balkan, Egypt, and Turkey) with indegent
evolutionary histories are common in France, Belgidwitzerland (Holsbeekt al, 2009;
Ohst, 2008; Schmelleat al, 2007). Implantation of this specimens was sudagdsut seems
to be limited to a particular habitat type, chagazed by high-oxygen content (Plerstal,
2000a; Plenett al, 1998; Plenett al, 2000b) and low-salinity freshwater (Schmeke¢ral,
2007). Several studies making surveys on water sfregidenced invasiveness &f.
ridibundusin some ponds. The higher growth rate matchesdanirdata oP. ridibundusin
various parts of their geographical range (Patréltd0; Schmelleet al, 2007). Such species
is characterized also by higher longevity compaiedndigenous specieB. kl. grafi, P.
perezi, Pkl. esculentumr P. lessonaeAs a consequenc®, ridibundusextend his range to
the Western part of France, and is considered asvasive species (Pagamd al, 2003;
Zeisset, Beebee, 2003), and its invasiveness irie@d by larval performances, including
our data. Moreover, as evidenced with our resBltsidibundusare able to reproduce with
kl. grafi andP. kl. esculentusiybridogens, and get viable offspring of their ogpecies. As
frog import is mainly constitute afdibundusgroup species (Ohst, 2008), it implies that the
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frequency of these crosses in populations willease with that of live import frogs, and all
these specificities could represent a risk for theersity of indigenous water frog
assemblages (Pagaeod al, 2003) mainly if introducingP. ridibundusin Spain where it is
naturally absent and may menaces the ledB. fiierezi It seems true regarding several life

history traits of this species.

4.5. Conclusion

Comparing hybridogen features in both P-G and Ly&esns should allow evidencing the
general characteristics and differences withinhyteridogenetic complexes, thus highlighting
that asexuality is not only penalized by deletesicwtations but may exhibit advantages. It is
an issue to understand the succedB.afdibundus,but also of hybridogens that are fit, while

amphibians are mainly affected by decline.

RESUME

Les hybrides asexués peuvent combiner heteroaiscatnulation de mutations déléteres. Ces
avantages et inconvénients sont essentiels et mbeisogent sur le sort de ces lignées
hybrides. Comme les grenouilles vertes constitaest complexes hybridogénétiques ou on
retrouve des hybrides hémiclonaux, nous cherchonsoraparer les performances des
différentes lignées de tétards (d’hybrides ou noaisnportant un génome clonal). Une
premiere étape consista a comparer la fitnessali®draits d’histoire de vie des tétards (taux
de survie et de croissance, durée de développeshenasse a la métamorphose), montrant
que les tétards hybridéx kl. grafi présentent une performance intermédiaire en caarguar

a celles des deux espéeces parentales. La secamoke fét de comparer les performances
larvaires des tétardB. ridibundusportants des génomes différents : certains aveéol@e
génome sexuel, et d’autres avec 50%. Aucune dife&reignificative n'a été observée entre
les lignées, reflétant un faible effet de I'accuatigin de mutations délétéres, excepté pour les
clones RRg qui montrent de mauvaises performampcebablement dues a un génome clonal
plus ancien. Nos résultats suggéerent que les ganddibundussont plus compétitifs que les
grenouilles vertes du sud, et représentent un eigopur la diversité des grenouilles vertes

indigénes en France et en Espagne.
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Les résultats obtenus lors de cet élevage expétrangmt intéressants car originaux, mais ils
montrent une limite majeur : le faible nombre delicts et de croisements, ce qui fragilise

notre expérience. Le design initial comptait plusseréplicats par type de croisement, ceci
afin d’éliminer les biais dus aux éventuels effgischastiques. Mais malheureusement, lors
du transport des individus d’Espagne a I'Universiténgers, nous avons du faire face a un
fort taux de mortalité, nous contraignant a rédu@enombre de croisements. Il serait

particulierement intéressant de poursuivre les emties sur ce complexe peu connu, en
étudiant les performances larvaires d’'un plus gramhbre de réplicats, et en réalisant des

croisements réciproques afin d’éviter d’éventuéfiste lieés a I'incompatibilité cytoplasmique.
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5.1. Introduction

La niche écologique est définie par Grinnell (19t@mme étant 'ensemble des
conditions environnementales au sein de laquelguwh espéce peut survivre et maintenir ses
populations (Grinnell, 1917). Ce concept est erstgtiéfini paHutchinson (1957) comme
un hypervolume ou chaque dimension de l'espacé&septe une ressource ou une condition
(température, pollution, etc) de I'environnement, relation avec l'aire de distribution de
I'espéce (Hutchinson, 1957). Selon le principe dlesion par compétition, deux especes ne
peuvent occuper la méme niche écologique dans feergnvironnement et dans la méme
période (Martinez-Gordilleet al, 2010): des espéces différentes peuvent occugenidees
fonctionnellement identiques mais séparées géogapiment ou dans le temps, ou encore
deux especes peuvent occuper un méme territoirégs mEns des niches écologiques
différentes. Deux espéces peuvent aussi occupenidess écologiques chevauchantes dans
I'espace et/ou dans le temps. Ce recouvrement paumedeux especes de cohabiter dans la

mesure ou il n’est pas trop important.

Ce concept théorique de niche écologique est fordth a I'étude des zones
hybrides. Celles-ci sont définies comme étant despes génétiquement distincts d’individus
qui se rencontrent, se reproduisent ensemble, domaéssance a une descendance générée
par les 2 groupes parentaux (Harrisson, 1990)zbess hybrides sont connues comme étant
des zones ou des évenements évolutifs importaptoskiisent (spéciation, introgression), et
représentent a ce titre un outil privilégié poundér les processus de divergence entre
lignées, et les mécanismes limitant les échangaftigéies pouvant aboutir a la spéciation, ou
au contraire la rencontre d’entités plus ou moifféregnciées.

Les modéles prédictifs de I'évolution de la zondrige et des taxa qui la composent sont
différents, et toujours en lien avec la détermoratde la fithess hybride (Arnold, Hodges,

1995). Ainsi, le modeéle de renforcement (Dobzhandl®40) prédit que dans le cas d'une
hybridation entre 2 especes, des processus renfdesbarrieres d’isolement reproducteur.
Le modéle de « zone de tension » suggere quebie finess des hybrides peut conduire a un
renforcement de spéciation locale des parents@Baktewitt, 1985) et prédit une distribution

clinale des espéeces parentales partageant dessnédmdogiques semblables. Howard et
Harrisson (tous deux en 1986) ont ensuite monte lga zones hybrides pouvaient étre
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caractérisées par des distributions en mosaiquedgiés espéces parentales occupent des
habitats différents, et utilisent des ressourcéf@rdntes (Harrisson, 1986; Howard, 1986).
Ces zones d’hybridation en mosaique offrent alagpbrtunité de nombreux évenements
d’hybridation par multiplication des zones de coht@ntre especes parentales, induisant les

origines d’hybridation multiples et indépendantdarfisson, 1990).

Contrairement a ces modeles, selon lesquels lesdiegbseraient mal-adaptés, les
botanistes Anderson (1949) et Stebbins (1959),itspar le zoologiste Moore (1977)
proposent le modéle de la supériorité hybride,rskdquel les hybrides peuvent présenter une
fitness supérieure aux espéces parentales damagnsdnabitats, notamment les écotones, les
habitats nouveaux, perturbés, ou inoccupés pagdpsces parentales (Moore, 1984). Ainsi,
une partition de niche écologique peut étre obserlés hybrides peuvent occuper la niche
intermédiaire aux especes parentales (Moore 19@W)bjen, les différentes lignées hybrides
peuvent étre localement adaptées (modéle du «fridimhe Variation ») (Vrijenhoek, 1979;
Vrijenhoek, 1994). Dans ce dernier modéle, lesdemhybrides clonales peuvent coexister
avec les especes parentales dans un environnelesniignées clonales sont spécialistes, et
ont une bonne fitness dans leur habitat, tandieliguest inférieure a celle des especes
parentales dans d’autres conditions d’habitat. UWtneamodéle, celui du « General-purpose-
genotype » (noté GPG), a été propose, n'impliquzg de partition de niche. Selon ce
modele, les lignées clonales sont écologiquemesttiérantes aux variations des conditions
environnementales (Baker H., 1965; Schultz, 19%hu$z, 1977). Ces lignées sont donc
généralistes, exploitent divers habitats aux caretiques écologiques différentes, et

montrent une faible variation de leur fithess emcton de I'environnement (Lynch, 1984).

Du fait de la présence de nombreuses lignées dadstables, les grenouilles vertes
européennes sont un bon modéle pour étudier cee gdear problématique. L’hybride
Pelophylaxkleptonesculentud.innaeus (1758) (génotype RL) est le plus répasmdiurope
(Berger, 1988; Graf, Polls Pelaz, 1989; Paganal, 2001a). Il est issu du croisement entre
deux especes parental®s ridibundusPallas (1771) (génotype RR),Retlessona€Camerano
(1882) (génotype LL), tout trois constituant le gdexePelophylax esculentuses hybrides
de ce complexe ont un mode de reproduction pakicappelé I'hybridogénése. Lors de la
gameétogénese, I'hybride élimine systématiquemengéieome de l'espece parentale avec
laquelle il est en sympatrie, généralement le géndessonae, lors d'une phase pré-

méiotique. Le génome restant subit ensuite uneichifgin avant d’entrer en méiose
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(Vinogradov, Chubinishvili, 1999b). Cet hybride peduit alors que des gamétes contenant
le génome d’'une des deux espéces parentes. lltpergé lignée par back-cross avec l'espéce
parentale dont le génome a été éliminé, afin debliéta chaque génération le génome perdu
lors de la gamétogénese (Graf J.-D., P., 1979; lUetal, 1980). Il n'y a donc pas (a priori)
de recombinaison lors de la formation des gametda, reproduction est de type hémiclonale
(Hotz, 1983; Uzzelket al, 1980) L’hybridogénése impliquant les grenouilles ventepose
sur plusieurs caractéristiques: les hybrides saties, fertiles, et des deux sexes (Graf, Polls
Pelaz, 1989). En outre, I'hybride a souvent uneefit supérieure a celle des especes
parentales. Cet heterosis (ou vigueur hybride)éaoéservé de nombreuses fois (Semlitch
Hotz & Guex 1997, Hotz et al. 1999, Weeks et aB2l9rijenheok 1994). Dans d’autres
expériences, I'hybride a montré des performancésrnrédiaires aux especes parentales,
suggérant plutét une partition de niche écologi(flenetet al, 2000b). Les deux modéles
GPG et FNV combinés, qui prédisent tous les deus bonne adaptation des clones,
expliquerait le maintien de ces nombreuses lignémsales (Hotzet al, 1999; Semlitsclet

al., 1997; Vrijenhoek, 1998).

Considérées comme ubiquistes, les grenouilles sreldece complexe n’ont pourtant
pas la méme utilisation de I'habitat : les grenlesilrieuses occupent préférentiellement des
milieux a forte influence fluviale, a eau renouelértement oxygénée, et de grande taille,
tandis que les grenouilles de lessona occupenbtplieis habitats plus petits, isolés, parfois
méme temporaires, caractérisés par une eau stageiaf#iblement oxygénée, et un substrat
vaseux (Berger, 1973; Morand, Joly, 1995; Pagehal, 2001b; Plenekt al, 2000b).
Néanmoins, les facteurs limitant la présence désrdnts taxa du complex esculentugou
la structurant) sont relativement mal connus pdusipurs raisons :

- soit I'écologie des grenouilles vertes a été émidiépérimentalement, chaque variable
ayant été étudiée séparément ce qui représentsimpéfication de I'écosystéme dans
son ensemble et des interactions potentielles ematiables environnementales. Cette
démarche expérimentale est nécessaire et indidgensais serait utilement complétée
par une démarche d’écologie de terrain complénrentai

- soit parce que les approches d’écologie de tewainété typologiques et ayant peu
souvent une approche d’analyse quantitative daablas environnementales ce qui ne
permet pas une finesse et une robustesse d'analysdes partitions de niche

écologiques ;
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- soit parce que les rares études d’écologie a amalyantitative ont un faible nombre de
sites étudiés méritant d’autres analyses comparabfim de validation ou d'infirmation
des résultats préalablement étudiés.

Mieux connaitre l'utilisation de I'habitat et lesiches écologiques est intéressant pour

I'écologie évolutive d’'une maniére générale et spénsable pour modéliser (prédire) les

risques d’extinction et/ou de persistance des tixacomplexe d’hybridation (Hellriegel,

Reyer, 2000).

Dans le contexte actuel de déclin de la biodivesikéchelle mondiale, le groupe des
amphibiens est particulierement touché. Bien gseglenouilles vertes européennes soient
tres abondantes en Europe, ce n'est pas le casudelds taxa. En effet, la grenouile
lessonagespece native en France, est classée comme ableé&elon 'UICN (UICN, 2008),
et est la grenouille verte la plus protégée en daafMinistéere de [I'Ecologie, du
Développement et de 'Aménagement durables, 2@I#) .est tributaire de milieux tels que
les marais, tourbieres, mares prairiales, eauxnatags peu profondes, qui ont fortement
régresse ces dernieres décennies. De plus, lesreasels et fréequentes introductionsRie
ridibundussur le territoire frangais pour des raisons cutggmiont considérablement modifié
les probabilités d’hybridation avec |8s lessona€Neveu, 2004; Schmellat al, 2007). Ce

déséquilibre taxonomique constitue a long termemieeace majeure pour cette derniére.

Ainsi, I'objectif de ce chapitre est I'étude detilisation de I'habitat aquatique chez
les grenouilles vertes du compleRe esculentusafin d’affiner nos connaissances sur les
exigences eécologiques des différents taxa. Cetpgoape se veut a la fois descriptive,
explicative voire prédictive, et est une étape pbtdir proposer des mesures de gestion
conservatoire adaptées. Pour ce faire, les rekatenre la composition du peuplement, la
morphologie des individus, et les caractéristigues sites seront observées, afin de
déterminer les facteurs influencant la répartispgcifique et la partition de niche écologique
chez ces grenouilles vertes. Parmi ces caractpredtj les parameétres abiotiques et plus
particulierement physico-chimiques seront obsereés,ils jouent un réle non négligeable
dans la répartition, la croissance et I'évolutias gpopulations tant animales que végétales
(Dajoz, 2006). Les résultats de cette étude noumgitront de mieux comprendre la
répartition des différentes grenouilles vertes, ddtvaluer indirectement les menaces

potentielles portant sur ces taxa comme sur les afjuatiques qu’ils occupent.
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5.2. Matériels and méthodes

5.2.1. Contexte de I'étude

Le complexeP. esculentus été étudié au sein de deux départements situés ld
moitié Nord de la France, les Ardennes et le Mankoire. Les secteurs observés sont
localisés dans des habitats différents, et danszdess écologiques ayant une influence
fluviale différente allant la riviere au bras modnnecté (la boire), jusqu’a la mare prairiale
en haut de coteau. Chacun des 26 sites suivis b4 HArgonne ardennaise et 12 dans
I’Anjou) a fait I'objet d’'une caractérisation deh#bitat a I'aide d’'une fiche « Habitat et
Paysage » élaborée spécifiquement pour le casreesudlles vertes. Celle-ci a été réalisée en
compilant plusieurs études réalisées dans le aamiivi de zones humides (fiche du Pdle
Relais « Mares et Mouilléres », « Fiche régionalevedntaire des mares » diffusée en 2007
par le Conservatoire Fédératif des Espaces NatdeeBasse-Normandie), ainsi que sur les
travaux de différents laboratoires (Ficetola, Denaedi, 2004; Oertlet al, 2005; Scribneet
al., 2001), afin de standardiser la prise de donn&esgxe 1). Cette premiere analyse nous
permettre de classer nos sites selon le code Cdramel Cover (CLC). Une étude
topographique de chaque site a été réalisée solmgigrel cartographique (ArcGis 9.3) afin
d’obtenir les coordonnées, l'altitude, la distamt®e chaque site a la riviere la plus proche

(Tableau 5.1).

Tableau 5.1 paramétres relevés pour I'analyse de I'habiaiaéique des grenouilles vertes.

Paramétre Code Unité
Conductivité cond puS/em
Concentration en ion H+ pH

Taux de nitrates nitrates mg/L
Alcalinité TAC mg/L
Turbidité turbi NTU
Dureté totale dtot mg/L
Dureté calcique dcal mg/L
Dureté magnésique dmagn mg/L
Distance a la riviere la plus proche dist meétres
Altitude du site altit meétres
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5.2.2. Les parametres physico-chimiques

Un suivi de quelques parameétres physico-chimicmeité réalisé sur chaque site
étudié, grace a une campagne d’échantillonnageud'@éalisée une fois par mois durant 3
mois consécutifs dans I’Argonne ardennaise (awrdi et juin), et durant 2 mois dans I’Anjou
(mai et juin). Chaque campagne a consisté a @etévle matin (entre 7 et 9h, moment ou
les parameétres sont encore relativement stablesh ein minimum de temps (2h) de I'eau
dans chaque site suivi, en changeant tous les llnaise de prélévement, afin de comparer
les données entre les sites. Ainsi, pour chaqee $jb litre d'eau a été prélevé dans une
bouteille a I'aide d’'une perche de 1,5 metre (lat@@vec de I'eau de surface, l'autre a plus
de 50 cm de profondeur), I'eau remplissant totalgntee bouteille. Celle-ci a été placée au
froid et a I'abri de la lumiére jusqu’aux analysesci afin d’éviter I'altération des éléments a
mesurer. Huit parameétres physico-chimiques onbbgervés au laboratoire (Tableau 5.1): 5
variables ont été mesurées avec un photometren{®sli7500): Nitrates, Turbidité, dureté
totale, dureté calcique et dureté magnésique. D® A concentration en ions H+ (pH) et la
conductivité (Careaga fuentes U. ,2001) qui inditmecapacité des ions a transmettre le
courant ont été mesurées par un conductimétre @aombo HI 98129 — HI 98130,
SDy=0,01, et Skynaus= 1 MS). Enfin, l'alcalinité (le titre alcaliméfue complet, TAC),
mesurant la somme des alcalins libres, des carb®mrdtdes bicarbonates, a été obtenus par

une méthode de titration (dosages).

5.2.3. Les grenouilles vertes

Les individus ont été capturés momentanément dihssites dans I'Argonne
ardennaise en 2007, et 12 dans I’Anjou en 2008p(trea2). Stockés dans des sacs en toile
humidifiés par I'eau du site afin qu’ils soient meistressés, ils ont été transportés jusqu’au
laboratoire le temps des analyses. Chaque indiziété anesthésié a I'aide de MS222 (m-
aminobenzoic acid ethyl ester methansulfonate)eacamcentration de 1g/L (Cakir, Strauch,
2005), afin d'effectuer les observations et leslgu&ment nécessaires aux analyses
génétiques (chapitre 2 et 3) (Brogegtal, 2007; Hotz, 1983; Pidanciet al, 2003; Uzzell,
Berger, 1975).

Apres sexage des individus, 3 mesures ont ététeffes : une pesée (balance de précision de
0,019), puis a I'aide d’'un pied a coulisse, la lo@gr du museau jusqu’au cloaque (Snout vent
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lenght : SVL), et la longueur du tibia, toutes deungsurées deux fois puis moyennées. Les
individus mesurant moins de 40 mm en SVL ont étésickeré comme des juvéniles
(Holenweg Peteet al, 2001).

5.2.4. Les analyses statistiqgues

La distribution des données ne suivant pas la toniile, et les conditions de validité
des tests de normalité des résidus et d’homosééitiasiétant pas remplis, des analyses non-
paramétriques ont été effectuées. Pour chaque, étapenalyse globale, puis a I'échelle des
2 zones d’études ont été menées. Dans un premigstaine analyse des correspondances
principales a été menée afin d’observer les parasides plus représentatifs des sites.
Ensuite, pour tester I'effet de I'habitat (typolegléfinie selon le CLC) sur les caractéristiques
des sites, une comparaison entre les 10 varia@Xdpbcatives a été mené en utilisant la
procédure de Wilcoxon Mann Whitney, avec un tesMdiEoxon rank-sum (Crawley M.,
2007). Puis, dans un second temps, I'effet deblthasur la composition du peuplement en
grenouilles vertes (identifiées dans le chapitra 8)é testé, grace au test du chi2. Par la méme
occasion, les éventuelles corrélations entre leanpetres de I'habitat, ainsi qu’entre les
abondances des 3 taxa de grenouilles vertes ortesti®es grace au test de corrélation de
Spearman. Enfin, pour tester I'effet de I'habitat & morphologie des grenouilles vertes, une
comparaison des 3 variables explicatives (poidsl.,SWia) a été réalisée par taxon, en
utilisant la procédure de Wilcoxon Mann Whitney.

5.3. Résultats

5.3.1. Analyse des caractéristiques de I'habitat

Selon la typologie CLC, nos 26 sites étudiés dem® zones d'études appartiennent a
deux classes : forét et prairie. Ainsi, nous awetnslié 8 sites forestiers (3 dans I’Argonne
ardennaise et 5 dans I’Anjou) et 18 sites praxridil dans I’Argonne ardennaise et 7 dans
I’Anjou).

Le cercle des corrélations de 'ACP (Figure 5.&jnpet de définir une composante

principale 1 (Dim1) qui représente plutot les viales physico-chimiques au sens restreint
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(duretés totale et calcique, conductivité, I'alcié) alors que I'axe 2 est plutdt représentatif

des caractéristiques physiques (hydrologiques) agsapéeres du site aquatique (altitude,
distance a la riviére). Les variations de pH et migmtes s’expliquant mieux toutefois selon

cet axe 2.

Dim 2 (28 22%)

Dirm 1 {37.58%)

Figure 5.1: Cercle de corrélations de I'analyse en compesapttincipales (ACP) des
parametres abiotiques de nos sites d’étude.
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Figure 5.2: Projection des sites étudiés sur la carte fegdterde 'ACP.

La carte factorielle montre une certaine dispergsies sites ce qui confirme la diversité
écologique des sites au regard des variables eméroentales étudiées (Figure 5.2). En
revanche, on remarque que les sites forestiersrassemblés dans la méme zone sur la carte
factorielle ce qui suggére une certaine homogém@sesites de ce type d’habitat, tandis que
les sites prairiaux sont a 'opposé et assez épakE&P confirme donc que les sites forestiers

et prairiaux sont relativement distincts.

En ce qui concerne les paramétres de I'habitaiqulus variables sont significativement

corrélées (Figure 5.1).
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Tableau 5.2 Matrice de corrélation pour les paramétres ldahitat (test de Spearman). Les
cases jaunes indiquent les corrélations signifieatiS : la statistique, Rho : le coeficient de
Spearman, p-val : la p-value.

pH nitrates TAC dtot dcal dmagn turbi dist altit
2854.988( 2854.988 334.014| 216.611| 564.789| 3044.000| 3061.140| 3548.000| 3296.254
rho 0.024 0.024 0.886 0.926 0.807 -0.041| -0.047| -0.213| -0.127|cond
p-val 0.908 0.908 0.000 0.000 0.000 0.844 0.821 0.295 0.537
1959.670| 3242.523| 3210.195| 2746.378| 3866.161| 2272.719| 2360.904| 2450.094
0.330| -0.109| -0.098 0.061 -0.322 0.223 0.193 0.162| pH
0.100 0.598 0.636 0.767 0.109 0.274 0.345 0.428
2527.091| 2473.191| 1573.075| 4943.345| 2227.665| 1599.773| 895.265
0.136 0.154 0.462 -0.690 0.238 0.453 0.694| nitrates
0.508 0.451 0.017 0.000 0.241 0.020 0.000
322.130( 395.507| 3497.649| 3445.942| 3463.491| 3122.548|
0.890 0.865 -0.196 -0.178 -0.184 -0.068| TAC
0.000 0.000 0.338 0.384 0.368 0.743
458.470( 3043.061| 2735.208( 3342.214| 3070.674
0.843| -0.040 0.065| -0.143| -0.050| dtot
0.000 0.845 0.753 0.487 0.809
4425.770| 2673.613| 2618.843| 1978.868
-0.513 0.086 0.105 0.323| dcal
0.007 0.676 0.611 0.107
3380.467| 4352.000| 5098.487
-0.156 -0.488 -0.743| dmagn
0.448 0.012 0.000
2799.872| 2122.128
0.043 0.274| turbi
0.836 0.175
736.503
0.748| dist
0.000

1]

5.3.2. Caractéristiques des différents types dtagb

L’effet du type d’habitat sur les caractéristiquiEs sites est avéré pour certains parametres
tels la conductivité, le pH, l'alcalinité, les dtée totale et calcique, ainsi que la distance a la
riviere la plus proche et I'altitude (Tableau 5.3)

- A une échelle globale, on constate que la comdtét I'alcalinité, les duretés totale et
calcique dans les sites prairiaux sont signifieatient supérieures a celles des sites forestiers
(Tableau 5.3 et Figue 5.3).

- A I'échelle de chaque zone étudiée, on remarqueedpns I’Argonne ardennaise, les sites
prairiaux sont caractéerisés par une conductivitiestduretés totale et calcique supérieurs aux
sites forestiers.

- Et enfin, dans I'Anjou, la conductivité, l'alcalté, les duretés totale et calcique sont
significativement supérieures en prairie qu’en fot@ndis que la distance a la riviere la plus
proche et laltitude des sites forestiers sont plaportantes que celles des sites prairiaux
(Tableau 5.3).
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Figure 5.3 Boites a moustaches des comparaisons des pagsreatre les habitats prairiaux
et forestiers (* = p-value<0.05, ** = p<0.01, *** p<0.001, and **** = p<0.0001).
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Tableau 5.3 Résultats des comparaisons des différents paresren fonction les deux types
d’habitat forestier et prairiaux (tests de WilcoXdann et Whitney). Les chiffres en gras sont

significatifs.
Globale Argonne Anjou

Parameétres W P-value ‘ W P-value ‘ W P-value
Conductivité 6 0.000 2 0.022 0 0.003
pH 515 0.266 4 0.060 18 1.000
Nitrates 56 0.389 18 0.885 14 0.626
TAC 135 0.001 55 0.100 2 0.013
Dureté totale 9 0.001 2 0.029 2 0.010
Dureté calcique 12.5 0.001 2 0.029 3.5 0.028
Dureté magnésique 78 0.765 12 0.555 11 0.343
Turbidité 57 0.420 8 0.225 23 0.413
Distance a la riviere 93 0.261 15 0.885 34 0.005
Altitude 80 0.677 24 0.275 35 0.006

5.3.3. Le peuplement en grenouilles vertes

Les 759 grenouilles vertes en provenance des 2szdigdudes ont été identifiées
grace a la méthode RFLP sur ITS2 (chapitre 3) @abl5.4 et Figure 5.4), dont 406 en
provenance de I'Argonne ardennaise et 353 de I'AnfOn constate que pour la grande
majorité des sites, le peuplement est composé wetdga de grenouilles verteP: lessonae
et son hybridéP. esculentusformant le systeme « L-E », ou biBnridibunduset I'hybride,
constituant le systeme « R-E ». Lorsque la troisiG@spéece est présente, elle est souvent
minoritaire (sites 3, 5, 12, 15, 28 et 32), a I'gpiton des sites 17, 21, 22, 24 et 30. Les sites
1, 2, 13 et 21 ne comptent que des hybrides, d¢oasti un systeme «E-pur». Il y a
significativement plus dB. ridibundusdans le Maine-et Loire (< 214.39, df = 1, p-value <
2.2e-16), moins d’hybride (X2 = 105.4584, df = lyglue < 2.2e-16) et moins ¢ lessonae
(X2 =6.9307, df = 1, p-value = 0.008) que dangdi@dnne ardennaise.
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Tableau 5.4 Effectifs (Eff) et frequences (Fréq) des taxenitfiés par ITS2 classés par sites

d’études.
Sites d'étude P. ridibundus P. kl. esculentus P. lessonae
N° X | Y | Milieu | Eff Fréq | Eff Fréq Eff Fréq Effectif Total
tout 174 22.92 437 57.58 148 19.50 759
ard Argonne 8 1.97 304 74.88 94 23.15 406
mel Anjou 166 47.03 133 37.68 54 15.30 353
1 774950 2488040  prairie 0 0.00 17 100.00 0 0.00 17
2 774665 2487905  prairie 0 0.00 6 100.00 0 0.00 6
3 782880 2495640  prairie 1 3.85 21 80.77 4 15.38 26
4 775390 2503350  prairie 0 0.00 24 77.42 7 22.58 31
5 781221 2495779  prairie 1 3.33 13 43.33 16 53.33 30
8 788525 2495710  prairie 0 0.00 33 78.57 9 21.43 42
9 780468 2493318 forét 0 0.00 24 66.67 12 33.33 36
12 776583 2490238 forét 1 3.45 24 82.76 4 13.79 29
13 782140 2491150 forét 0 0.00 12 100.00 0 0.00 12
14 788375 2495750  prairie 0 0.00 35 94.59 2 5.41 37
15 789455 2501135  prairie 2 6.45 14 45.16 15 48.39 31
16 785480 2496670  prairie 1 2.33 31 72.09 11 25.58 43
17 771665 2495325  prairie 2 11.76 13 76.47 2 11.76 17
18 777803 2502853  prairie 0 0.00 37 75.51 12 24.49 49
21 401816 2266914 forét 7 16.28 28 60.47 10 23.26 43
22 404522 2259151 forét 1 20.00 2 40.00 2 40.00 5
23 404637 2259095 forét 0 0.00 6 60.00 4 40.00 10
24 391588 2257602 forét 3 10.34 14 48.28 12 41.38 29
25 389396 2288209  prairie 20 95.24 1 4.76 0 0.00 21
26 393177 2287876  prairie 27 83.78 6 16.22 0 0.00 37
27 376994 2270534  prairie 38 79.17 10 20.83 0 0.00 48
28 395163 2272553  prairie 23 55.81 3 2.33 16 41.86 43
29 381643 2270764  prairie 24 50.00 20 50.00 0 0.00 40
30 402258 2267265 forét 4 12.50 19 53.13 9 34.38 32
31 394326 2294960  prairie 0 0.00 15 100.00 0 0.00 16
32 395150 2295611  prairie 19 65.52 9 31.03 1 3.45 29
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Figure 5.4: Répartition des 3 taxa de grenouilles vertes desm 2 zones d’étude. A gauche,
I’Anjou, a droite ’Argonne ardennaise.

5.3.4. Relation entre le peuplement et I'habitat

La comparaison des peuplements en grenouillegs/emtre les sites prairiaux et
forestiers montre des différences significativégehelle globale (Figure 5.6). En effet, il y a
significativement plus d@. ridibundus(X? = 32.279, df = 1, p-value = 1.335e-08), moins
d’hybrides (X2 = 5.881, df = 1, p-value = 0.015)mmoins deP. lessonagX? = 8.4, df = 1, p-
value = 0.004) en prairie qu'en foreét. A I'échetle I’Anjou, on observe les mémes
différences (pour le®. ridibundus X2 = 86.520, df = 1, p-value < 2.2e-16, pour s
esculentusX? = 28.109, df = 1, p-value = 1.146e-07, et plesiP. lessonaeX? = 31.408, df
= 1, p-value = 2.090e-08). En revanche, pour l'Awg®e ardennaise, il n’y a plus de
différences significatives (pour |5 ridibundus X2 = 2e-04, df = 1, p-value = 0.987, pour les
P. esculentusX2 = 0.29, df = 1, p-value = 0.590, et pour RedessonagX? = 0.159, df = 1,
p-value = 0.690)
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Figure 5.5: Abondances relatives en grenouilles vertes daga@en fonction des deux types
d’habitats aquatiques a I’échelle globale.

Les tests de corrélations effectués afin d’obselegréventuelles relations entre les
différentes abondances ont révélé, a l'échelle ailgbune corrélation négative entre
I'abondance des grenouilles rieuses et celle dbsdes (Tableau 5.5). Ainsi, plus il y a de
rieuses dans un site, et moins on retrouve d’hgbrién revanche, a une échelle plus fine, il
n'y a pas de corrélation ente 'abondance des 8, tanssi bien dans I’Argonne ardennaise

que dans 'Anjou.

Tableau 5.5 Matrice de corrélation entre les variables «alamces en grenouilles vertes » et
les 10 variables de I'habitat a I'échelle globdles cases jaunes correspondent aux
corrélations significatives.

‘ RR RL LL cond pH nitrates TAC dtot dcal dmagn turbi dist altit

4082.317| 3091.608| 2231.591| 3269.697| 4430.399| 2463.001| 2423.029| 3290.493| 1440.009| 4097.558| 4015.233| 4907.377
rho -0.396 -0.057 0.237 -0.118 -0.515 0.158 0.172 -0.125 0.508 -0.401 -0.373 -0.678| RR
p-val 0.045 0.782 0.244 0.566 0.007 0.441 0.402 0.543 0.008 0.042 0.061 0.000
1903.524| 3523.023| 1748.286| 1669.638| 3358.745| 3822.996| 2537.138| 4928.428| 2731.972| 1720.940| 1617.871
0.349 -0.204 0.402 0.429 -0.148 -0.307 0.133 -0.685 0.066 0.412 0.447| RL
0.080 0.316 0.042 0.029 0.470 0.127 0.518 0.000 0.749 0.037 0.022
3794.693| 1783.014| 2420.390| 4323.998| 3662.838| 3405.358| 3508.864| 2010.629| 1179.510| 1778.357
-0.297 0.390 0.173 -0.478 -0.252 -0.164 -0.200 0.313 0.597 0.392| LL
0.140 0.049 0.399 0.013 0.214 0.423 0.328 0.120 0.001 0.048

[
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Tableau 5.6 Matrice de corrélation entre les variables «aamces en grenouilles vertes » et
les 10 variables de I'habitat centrée sur les abiphs, a I'échelle de I’Argonne ardennaise
(a), puis de I'Anjou (b). Les cases jaunes corradpat aux corrélations significatives.

RR RL LL cond pH nitrates TAC dtot dcal dmagn | turbi dist altit
580.481| 308.846| 299.857| 299.857| 434.764| 285.243| 296.309| 265.922| 603.398| 461.745| 306.602| 468.521
rho -0.276 0.321 0.341 0.341 0.044 0.373 0.349 0.416| -0.326 -0.015 0.326| -0.030| RR
p-val 0.340 0.263 0.233 0.233 0.880 0.189 0.222 0.140 0.255 0.960 0.255 0.920
298.435| 601.809| 380.590| 258.920| 612.909| 631.163| 587.374| 581.698| 502.260| 297.130| 483.217
0.344| -0.323 0.164 0.431| -0.347| -0.387| -0.291| -0.278| -0.104 0.347| -0.062| RL
0.228 0.261 0.576 0.124 0.224 0.171 0.313 0.335 0.724 0.224 0.833
492.288( 470.117| 499.342| 645.218| 508.976| 493.842| 459.031| 433.837| 206.078| 271.179

[%2]

-0.082| -0.033| -0.097| -0.418| -0.119| -0.085| -0.009 0.047 0.547 0.404| LL
a 0.781 0.910 0.740 0.137 0.686 0.772 0.976 0.875 0.043 0.152
| RR | RL LL cond pH nitrates TAC dtot dcal dmagn urb i dist altit

s 298.544| 384.679| 71.625| 310.042| 243.351| 101.761| 99.674| 108.569| 202.855| 458.312| 450.288| 519.726
rho -0.044 71.280 0.750 -0.084 0.149 0.644 0.651 0.620 0.291 -0.602 -0.574 -0.817
p-val 0.892 0.272 0.005 0.795 0.644 0.024 0.022 0.031 0.359 0.038 0.051 0.001
264.187| 344.102| 150.763| 435.523| 331.296| 451.289| 320.682| 529.426| 329.962| 343.100| 298.566
0.076 -0.203 0.473 -0.523 -0.158 -0.578 -0.121 -0.851 -0.154 -0.200 -0.044| RL
0.814 0.527 0.121 0.081 0.623 0.049 0.707 0.000 0.633 0.534 0.892
476.792| 126.315| 286.000| 507.261| 443.611| 507.639| 296.369| 130.132| 122.168| 131.998
-0.667 0.558 0.000 -0.774 -0.551 -0.775 -0.036 0.545 0.573 0.538| LL
b 0.018 0.059 1.000 0.003 0.063 0.003 0.911 0.067 0.052 0.071

RR

Lorsqu’on observe les éventuelles relations a Béetglobale entre les abondances en
grenouilles vertes et les parameétres de leursdtabiin remarque des corrélations :

- une corrélation positive entre 'abondance de getda quantité d’ion magnésium, et
une négative avec le taux de nitrates, la turhiditd’altitude (Tableau 5.5). On peut
noter que la corrélation négative avec la distaack& riviere est proche de la
significativité (p=0.061).

- une corrélation négative entre I'abondance en Hgbsgt la dureté magnésique, et
positive avec le pH, le taux de nitrates, la distaa la riviere et l'altitude.

- une corrélation négative entre I'abondance en gn#leode lessona et la dureté

magnésique, et positive avec le pH, le taux datei$r;, la distance et I'altitude.

A I'échelle de I'Argonne ardennaise, seule unedation positive apparait entre 'abondance

enP. lessonaet la distance a la riviere. En revanche, pounjod, de nombreux parametres

sont corrélés (Tableau 5.6):
- l'abondance de rieuse est corrélée positivemerat @ohductivité, au TAC, et aux

duretés totale et calcique, tandis qu’elle est tiégraent corrélée a la turbidité, et
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I'altitude. La corrélation négative avec la distare la riviere est trés proche de la
significativité (p=0.051).
- L’abondance des hybrides est corrélée négativementiuretés totale et magnésique
- Et celle des lessona est corrélée négativement coriductivité, au TAC, et aux
duretés totale et calcique, mais positivement au gdtl proche de la significativité

pour la distance (p=0.052).

5.3.5. Effet de I'habitat sur la morphologie desrmuilles vertes

On constate qu’il y a un effet de I'habitat surmarphologie des grenouilles vertes. En
effet, il y a de nombreuses différences significzgi entre les grenouilles d’'un méme taxon
selon gu’elles viennent de sites forestiers ourjauat (Tableau 5.7). A I'échelle globale, les
grenouilles rieuses ainsi que les hybrides sorg giasses, plus grandes, et possedent de plus
longues pattes en prairie que celles issues dé @igure 5.6). Il en va de méme pour les
grenouilles de '’Anjou. En revanche, dans I'Argorargennaise, le nombre de grenouille
rieuse d’étant de que 8, aucune différence n'esemig, tandis que les grenouilles hybrides
sont plus grosses, plus grandes et ont de plusigggmattes en prairie qu’en forét, idem pour

les lessona (a I'exception de SVL).

Tableau 5.7 Résultats des tests de comparaison des 3 \esiairphologiques entre les
grenouilles forestiéres et prairiales.

Poids SVL Tibia
Echelles Groupes W P W P W P

Globale tout 61631 0.000 64222 0.000 60702 0.000
RR 698.5 0.001 842 0.012 560 0.000
RL 25563.5 0.000 26018.5 0.001 25840 0.001
LL 3484.5 0.419 3732 0.952 3624 0.699

Argonne tout 21156 0.000 21673.5 0.000 20898.5 0.000
RR 7 1.000 7 1.000 7 1.000
RL 11669 0.000 11779 0.000 11317 0.000
LL 1247 0.032 1330 0.091 1280.5 0.050

Anjou tout 9614 0.000 10356 0.000 8750.5 0.000
RR 576.5 0.002 694 0.014 451 0.000
RL 1665.5 0.015 1677 0.017 1575.5 0.004
LL 277 0.495 295 0.723 250 0.236
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Figure 5.6: Résultats des comparaisons des parameétres nhogues taxon par taxon en

fonction des deux types d’habitats a I'échelle glel(* = p-value<0.05, ** = p<0.01, *** =
p<0.001, and **** = p<0.0001).

5.4. Discussion

Connaitre au mieux les exigences écologiques diEsatits taxa de grenouilles vertes

est une étape essentielle a la compréhension desnisfes d’hybridogénese, de la partition

de niche écologique, ainsi qu’a I'élaboration danglde gestion adaptés. Pour ce faire, nous

avons étudié plusieurs peuplements en milieu ektafin d’observer I'utilisation de I'habitat

aquatique par les grenouilles vertes.
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5.4.1. Le type d’habitat aquatique

Nos campagnes d’échantillonnages se sont effectdées 2 types d’habitats
différents. Certaines mares sont dans un contexysager de type forestier (de feuillus, de
coniféres, ou le plus souvent mélangées), tandisdbputres sont de type prairial (paturées,
de fauche). De plus, en comparant les parameétrasg@ux informations relevées sur la fiche
habitat, et surtout aux 10 parametres étudiéspmratibn de la typologie, nous avons pu en
partie comprendre en quoi ces deux habitats sdiéreits. Ainsi, les mares prairiales sont
caractérisées par une alcalinité, une conductiuiié,dureté totale et calcique supérieures aux
mares forestiéres, ce qui révéle une quantité mupéren ions. Ceci pourrait étre important
pour la croissance des amphibiens, principalemelie des tétards puisqu’ils se développent
en phase aquatique, car ces relevés indiquenteostdment un milieu riche en élément
minéraux et en ressources. En outre, une forteumivité indique une forte concentration en
ion, résultant souvent d’'une évaporation de I'eaumilieu. Puisque les mares prairiales sont
plus exposées aux variations circadiennes (soleilf, pluie), elles sont plus sujettes aux
risques d’assechement que les mares forestieréggiPet al, 2006). Les mares forestiéres
guant a elles ont une distance a la riviére etaltitede supérieures a celles des prairiales. Ces
caractéristiques sont des parameétres « paysagetsindiquent seulement que les mares
forestieres sont situées en haut de coteaux. Bui@ mise en évidence de deux types
d’habitats significativement différents, nous avgns observer I'effet de I'habitat sur les

grenouilles vertes.

5.4.2. Analyse des peuplements

L’identification taxonomique des individus a révélée composition significativement
différente entre les 2 zones d'études. L’Argonre compte que 8 grenouilles rieuses sur les
406 individus étudiés dans ce chapitre, son peupiénétant composé essentiellement
d’hybrides et de lessona (systeme L-E, tres comemuBurope). De plus, les quelques rieuses
sont toujours localisées dans des sites ou soat @égentes les 2 autres taxa, formant un
systéme « R-E-L », ce qui nous améne a plusieyrsthgses quant a l'origine de ces rieuses.
Ces dernieres peuvent étre issues d’introductiorectds ou bien provenir d'un front de
colonisation de grenouilles exotiques qui sont snves (Paganet al, 2003; Schmelleet al,

2007), front de colonisation qui serait encoretiedgnent récent dans cette zone, venant du
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Sud Est ou bien encore de Belgique. En effet, ésgmce de ces grenouilles allochtones en
France a été répertoriée depuis de nombreuses sard@®s plusieurs zones du pays
(Ljubisavljevicet al, 2003; Neveu, 2004), tandis qu’en Belgique, allesété introduites plus
récemment, vendues afin de coloniser les étangssliflek 2010), et depuis, les naturalistes
wallons ont observé la forte progression des griélesudu « groupeidibundus» (Chritiane
Percsy, com pers). L’Argonne en serait alors catléle la phase de colonisation par des
grenouilles rieuses d'origine exotique. La secorm@lication serait que ces quelques
individus sont des rieuses néo-formées, issues deproduction entre des hybrides, viables
car possédant des génomes rieuses suffisammestediff et ne portant des mutations
délétéres qu’a I'état hétérozygote. Dans le cabAdgonne ardennaise, la faible proportion
relative des grenouilles rieuses rend plus probbiypothese d’individus néo-formés, mais
seul le suivi dans le temps (plus une éventuelldeegénétique) permettra de trancher entre
ces hypothéses.

Le peuplement de grenouilles vertes de I'’Anjou estrevanche composé d'une
majorité de rieuses, puis d’hybrides et de lessbra.sites contiennent essentiellement des
systemes « R-E », mais 4 d’entre eux comptent l&mx8 en sympatrie a des proportions
relativement équilibrées, constituant un systeniekeL ». Comme les cartes de répartition
« anciennes » (e.g. Graf & Polls Pelaz 1989) netiovmaient pas la présence de la grenouille
rieuse dans 'ouest de la France, I'explicatiompllas probable pour la présence relativement
importante de la grenouille rieuse est qu'elle@igtroduite et gu’elle colonise de nombreux
milieux se comportant en taxon invasif. On ne peutefois exclure que, comme pour les
sites ardennais, certaines rieuses soient desoné@és issues de croisement entre hybrides.

Quelques sites ne contiennent que des hybridesj bhien dans I'’Argonne ardennaise
que dans 'Anjou. Or, les hybrides ont un modeaf@aduction hybridogénétique, et sont en
général présents en sympatrie avec l'une des deypeces parentales afin d’avoir
I'opportunité de reconstituer les lignées hybridda génération suivante (Christianstral,
2005; Pagancet al, 2001a). Donc dans ces mares, ces populationges pud’hybrides
semblent « s’auto-entretenir ». Ce genre de cajaaate décrit, appelé systéeme « E pur », par
Uzzell et Berger (1975). Il a été montré que ledividus P. esculentusle ces populations
pures « contournaient » I'absence de I'espece fecan ne faisant pas une hybridogénese
parfaite : ils produisent une mosaique de gamédefotues et diploides L, LL, RL et RR,
générant a la génération suivante des hybridesidgs et triploides. Si ce systéme E pur a

été originellement imaginé comme localisé a undigaestreinte de I'Europe (Holsbekk
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2009), il semble qu'il soit plus répandu qu’inigadent pensé. Les populations 100% hybrides

recensées pourraient appartenir a ces systemesrEmpme s'il faudrait le vérifier

expérimentalement (croisement entre hybrides pameie).

5.4.3. Patrtition de niches

Lors de la comparaison du peuplement des deuxszeéeudes, la différence la plus
marquée concerne I'abondance en grenouilles riegsepourrait s’expliquer par le contexte
écologique (sensu largo). La zone d’étude ardearesstrés différente de celle de I'’Anjou :
majoritairement composée de foréts, avec un rébgdrographique et des zones humides
relativement peu denses comparés a celles de VAo effet, cette région est traversée par
un grand fleuve, la Loire, et compte pas moins Beridieres. Or, il a été montré que la
grenouille rieuse est majoritairement présente desmzones a forte influence fluviale, avec
des eaux fortement oxygénées, un substrat gramélaxa et un courant important (Berger,
1973; Morand, Joly, 1995; Pagared al, 2001b; Plenetet al, 2000a). Ainsi, I'Anjou
correspondrait parfaitement a son type d’habitantrairement a I’Argonne, qu’elle n’aurait
pas réussi a coloniser.

Au sein des deux types d’habitats échantillonfeépeuplement en grenouilles vertes
s’est avéré significativement différent, suggérane partition de niche, les rieuses étant
préférentiellement présentes en prairie tandislgsidessonae et les hybrides en forét. Bien
que ce genre de ségrégation ait déja été montrérawgnt au regard d’autres variables
(Pagancet al, 2001b; Paganet al, 2001c; Plene¢t al, 2000a; Plenett al, 2000b), c’est la
premiere fois qu’est observée une telle répartitiams deux habitats différents, I'habitat
forestier ayant été peu étudié chez les grenouikees. L'abondance des rieuses est liée a 5
parameétres abiotiques, tandis que celles des legpetdes lessona sont liées quasiment aux
mémes parametres, et tous avec une corrélationldaens opposé a celle de I'abondance
des rieuses. De plus, une des corrélations sigtifes montre que plus il y a de rieuses, et
moins il y a d’hybrides, renforcant la congrueneecette ségrégation d’habitat. Ainsi, dans
les zones a forte influence fluviale, a faibletatle, ou I'eau est renouvelée régulierement
donc peu turbide et contenant peu de nitratesetmouve majoritairement I'espéce parentale
P. ridibundus Au contraire, dans les zones a faible influenaeidle, éloigné de tout cours
d’eau, a plus haute altitude, ou I'eau des sitesnens renouvelée contenant plus de nitrates,

les hybrides et les lessona sont majoritairemedgguts. Néanmoins, il est important de noter
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que les hybrides sont présents dans tous les &itd§f en sympatrie avec les rieuses, tantot

avec les Lessona, voir méme avec les trois, ceégele sa grande valence écologique.

5.4.4. Effet de I'habitat sur la morphologie

Le type d’habitat semble avoir un effet sur la pimiogie des grenouilles. A ce stade
de notre étude il convient toutefois d’étre extrémat prudent dans I'analyse. Le seul moyen
de tester un effet habitat sur la croissance desogilles serait 1) de I'étudier au stade
larvaire en mettant des cages flottantes contetemfratries de tétards et en regardant I'effet
des 2 types d’habitat sur leur développement e2jode marquer des grenouilles juvéniles
et/ou adultes en début de période aquatique eeieapturer en fin de période aquatique afin
de comparer les poids et tailles. Toutefois, sfain’hypothése d’'une certaine fidélité au site
(ce qui est relativement admis chez les amphibjesrs)peut penser qugrosso modples
grenouilles adultes capturées sur un site sonéseptatives des conditions écologiques de ce
site et qu’il correspond peu ou prou aux conditidedeur vie larvaire.

Ainsi, lorsque I'on observe que les grenouillesises et les hybrides sont significativement
plus grandes, plus grosses, et ont de plus grapaiss en milieu prairial qu’en milieu
forestier, on peut imaginer gqu’il s’agit d’'un effde I'habitat. Cette plus grande taille peut
révéler des ressources trophiques plus richesg&ini€006).

Les milieux ouverts type prairie ont une tempémtune qualité de nourriture différentes des
milieux fermés, qui peuvent étre bénéfiques posrpepulations d’amphibiens, ce qui a été
mis en évidence au stade larvaire (Skefty al, 2002; Werner, Glennemeier, 1999).
Néanmoins, la quantité de prédateurs est aussrisupe en prairie (Hocking, Semlitsch,
2008), ce qui a un impact direct en réduisant le @ survie, mais aussi indirect. En effet,
les tétards réduisent leurs phases de nourrissigely, Werner, 1990), ce qui réduit leur
taux de croissance (Semlitsch, 1990). Ceci esetoistcompensé par une densité qui va en
diminuant (& cause des prédateurs), une faibleitdefs/orisant une grande taille a la
métamorphose. Cette plasticité et ces modificatibmscroissance durant la phase larvaire
étant irréversibles, elles ont des conséquencemntia vie entiere de l'individu (Merakova,
Gvozdik, 2009; Smith, 1987a). Cette différence aidlet est importante d’'un point de vue
evolutif, mais aussi en dynamique de populationeHet, des individus plus grands des les
stades précoces auront une meilleure survie (notarhra la premiere hibernation), de

meilleures performances locomotrices, leur permettee migrer plus loin, de mieux fuir
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I'éventuelle dessiccation de leur milieu, ou endee prédateurs (Newman, Dunham, 1994;
Travis et al, 1985). De plus, ils atteignent leur maturité sdbeuplus tét, et se reproduiront
donc plus (Berven, 1983; Scott, 1994; Smith, 198Th) disponibilité en calcium dans les
différents habitats peut aussi avoir un impactlaumorphologie des amphibiens (Lahlou,
1995). Le métabolisme du calcium est régulé passes endolymphatiques, localisés chez
les grenouilles vertes au niveau de la téte. Cesiade stockent le calcium sous forme de
carbonate de calcium, qui peut étre mobilisé peurdn développement de lindividu. Or, le
milieu agit sur I'équilibre calcique des Anouresari3 un environnement pauvre en calcium,
comme les milieux temporaires, les amphibiens wamsommer leurs réserves constituées
dans les sacs endolymphatiques, puis si cela pastsuffisant, vont mobiliser les sels
calciques de leur squelette, ayant pour conséquemeeroissance amoindrie (Lahlou, 1995).
On peut donc supposer que la petite taille des dngpis en milieu temporaire traduirait ce
déficit en calcium, ce qui pourrait se vérifier ggéa une étude des classes d’ages pour chaque
type d’habitat.

Une autre hypothése expliquant ces différencesitle seraitune sélection des phénotypes
plus grands en milieu prairial. Les individus penivétre soumis a des pressions sélectives
différentes en prairie, qui vont alors favoriserpirénotype plutdét qu’un autre (Rose, Lauder,
1996). Ces deux hypothéses pourraient étre vé&ifiis une analyse faunistique fine de
chaque site, ainsi que des expériences de tramaftenreciproque afin de vérifier si ces
différences morphologiques sont due a de la pl&stghénotypique ou a une adaptation

locale.

Bien gu'ayant un échantillonnage de grenouillegegerelativement consequent (plus
de 750 individus), nos résultats sont issus desBolmation de 26 sites, dont 8 sites sont
localisés en forét contre 18 en prairies. Celaitddupuissance de nos analyses statistiques
lors de I'étude de l'effet du type d’habitat. llreeendrait donc d’élargir I'échantillonnage de
sites notamment forestiers. L’étude de ['utilisatide I'habitat a différentes échelles nous
révele combien il est important d’avoir un échamtihage le plus large possible. En effet, le
peuplement ardennais ne contenant que 8 grenou#lases, les analyses des abondances
relatives ne montrent généralement aucune sigtiifigacar le peuplement est déséquilibré
au regard des 3 taxa présents, contrairement aplgmeent de I'Anjou. Ce dernier étant

constitué de maniere équilibré des 3 taxa estre #plus informative. L’échelle globale est
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généraliste et semble étre un assez bon bilanistgné I'échelle locale nous permet de tenir
compte des spécificités des régions afin d’adamienieux un éventuel plan de gestion.

5.5. Conclusion

Lors de cette étude, nous avons pu mettre en eedame répartition différentielle des
grenouilles vertes du compleXxe esculentugen fonction du type d’habitat. De plus, nous
avons pu affiner les connaissances actuelles swexigences écologiques des différents taxa,
en mettant en évidence de nouveaux facteurs abegtignfluencant leur abondance tels
I'altitude, la distance a la riviere, le taux déraies, I'alcalinité, les duretés. Les grenouilles
rieuses sont majoritairement présentes dans désumnih forte influence fluviale, donc dans
ou pres des rivieres. Ces milieux sont connusigt &nt au niveau qualitatif que quantitatif
par des structures telles ’Agence de I'eau, lesd®ats de bassins versant. En revanche, les
grenouilles de lessona, considérées comme vulesallr I'UICN, sont plutdt présentes dans
des milieux fermés, éloignés des riviéres, et sms/ent méconnus. L’habitat des lessona est
moins suivi et par conséquent peu protégé, ce qui gtre dommageable pour I'avenir de
cette grenouille verte. Il est donc important derrpaivre les inventaires de mares et zones
humides susceptibles d’abriter cette espece, étrdecompte de cette répartition lors de la

mise en place de plan de gestion.
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Chapitre 6

Phenotypic plasticity and adaptation ability: Larval
performances ofPelophylax esculentugAmphibia,

Ranidae) tadpoles from two different habitats

Dans le chapitre précédent, nous avons pu mettrévielence un effet de I'habitat sur la

répartition des différents taxa de grenouilles egrtainsi que sur leur morphologie. Cette
utilisation différente de I'habitat, suggérant peetition de niche, vient en concordance avec
d’autres études ayant observé ce phénoméne vieratit6 paramétres de I'habitat, et nous
amene a nous interroger au niveau populationneéften, y a-t-il un effet de I'habitat sur des

populations différentes appartenant a un méme taxobes populations sont elles adaptées
localement a leur habitat, ou les grenouilles sles capables de plasticité phénotypique
lorsqu’on les change d’habitat ? Pour répondresagoestions, nous avons choisi de procéder
a une transplantation réciproque lors d’'un élevexggérimental en conditions contrélées au

sein d’'une animalerie. Ce chapitre fait I'objetmarticle scientifique a soumettre
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ABSTRACT

Hybrid zones are known to be places where imporaotutionary events occur. Thus, we
investigated intra-specific variability of wateo{y hybrids in response to their environmental
modifications. We examined through six crossese@grmeadow, or mixed origins) the
potential effect of habitat of origin on larval ddepment ofPelophylaxklepton esculentus
tadpoles. We thus exposed them to 20°C and 26°hgeeonditions, temperatures similar,
respectively, to those recorded in a field survéyooest and meadow habitats. Tadpoles
raised at 26°C had a better survival and growtlestata smaller size and quicker
metamorphosis than those raised at 20°C. Larvdbimeances varied regarding habitat of
origin of tadpoles : forest tadpoles survived betteere smaller and metamorphosed earlier
than those from meadow at 20°C. However meadow rancd tadpoles had a better
proportion of survivors at 26°@. kl. esculentusadpoles had different larval performances
according to their habitat of origin. Because tleghibited a better survival rate, forest
tadpoles had a higher phenotypic plasticity thamdog ones. It suggests a local adaptation
of meadow tadpoles to their habitat. Therefore,et@utionary success of these widespread

hybrids might be due to the existence of sevefidmdint lineages.

RESUME

Les zones hybrides sont connus pour étre des tiaudes événements évolutifs importants se
produisent. Ainsi, nous avons donc étudié la vdiébintra-spécifigue potentielle des
grenouilles vertes hybrides en réponse a des matidns de leur environnement. Nous
avons examiné par le biai de six croisements (f@r@irie, mixte) I'effet potentiel de I'habitat
d'origine sur le développement larvaire des t&tBelophylaxkleptonesculentus Nous les
avons donc exposés a un élevage a 20°C et 26°@¢tatares similaireS respectivement a
celles enregistrées lors d’'un suivi de terrain Hitzs forestiers et prairiaux. Les tétards
élevés a 26°C ont de meilleurs taux de survie etrdssance, une taille plus petite et une
métamorphose plus rapide que ceux élevés a 20 Cpédormances larvaires variérent en
fonction de I'habitat d’origine des tétards: lesatés forestiers ont mieux survécu, étaient plus
petits et se sont métamorphosés plus tét que &sgux a 20°C. Cependant tétards prairie et

mixtes ont une meilleure proportion de survivan®62C. Les tétardB. kl. esculentusnt des
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performances larvaires différentes en fonction elg habitat d’origine. Parce qu'ils ont un

meilleur taux de survie, les tétards forestierswong plus grande plasticité phénotypique que
les prairiaux. Ceci pourrait suggéer une adaptdtioale des tétards prairiaux a leur habitat.
Par conséquent, le succes évolutif de ces hybnidesépandus pourrait étre due a I'existence

de plusieurs lignées différentes.

6.1. Introduction

Hybridization events, defined as crossing of ddfdrated lineages or taxa, occur in almost all
sexually reproducing groups of organisms (Mall€d0%), and are regular and probably
important in nature (Seehausen, 2004). Mallet e{240105) estimated that at least 10% of
animal species and maybe 25% of plant species,lynbst youngest species, are known to
hybridize in nature. Long-term consequences ofaispecific hybridization depend on the
genetic basis of hybrid fitness (Lippman, 2007)bHigs are commonly less viable, sterile or
with low fitness, inferior to those of parental sgs, but also can exhibit higher fitness
(Fitzpatrick, Bradley Shaffer, 2007; Pargs al, 1999; Riesebergt al, 2003). In this latter
case, this hybrid vigour, called Heterosis, is thua higher heterozygotic rate (Moore, 1977;
Tunner, Nopp, 1979), and can permit hybrid lineagescolonize new niches or allow
speciation through parallel selection pressures diveérgent natural selection (Gross,
Rieseberg, 2005; Robbiret al, 2010). Thus, initial hybridization event is annaxiture
which can create new phenotypes potentially favaua great phenotypic plasticity, and an
important evolutionnary success observed in cehtglonid lineages.

Phenotypic plasticity has been defined as the tgbdif an organism to react to an
environmental input with a change of form, stategvement, or rate of activity (West-
Eberhard, 2003). Plasticity is intra-individual nedion (Williams, 1992), with the dual
influence of environment and genes. This plastspoase can be active or passive, and is
often adaptive, influencing fitness (Marsheallal, 1986; Scheiner, 1993; Sultan, 2001) but it
is not always the case (fithess-neutral definitiddrplasticity) (Schlichting, Pigliucci, 1998).
Phenotypic plasticity encompasses various behaaliopinysiological, morphological and life
history modifications (Pigliucci, 2001; West-Ebemtha2003). Reaction norms of genotypes,
the theoretical tool widely used to mesure plastidciave been described as the basis for the

evolution of phenotypic plasticity (Gotthard, Nylifn995). Plasticity can induce reversible
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responses, diel or seasonal changes, also callexsibifity”, and irreversible responses
(Stearns, 1989), such as modification during theyestage of ontogeny as for example a
smaller size in adult amphibians and insects dusntearlier metamorphosis (Smith, 1987).
The interesting is whether such plasticity faciésa adaptive evolution in modified or
degraded habitat§Johansen-Morris, Latta, 2008; Riesebexy al, 2003) Phenotypic
plasticity is particularly important in organism#hva complex life cycle such as amphibians.
In Western Europe, amphibians generally exhibitlassical biphasic life cycle, with an
aquatic reproductive period in spring and a teri@sphase of varying durations between
species. The larvae are confined to ponds untilametphosis, which subjects them to
changing aquatic conditions (Hocking, SemlitschQ&0 After metamorphosing, juveniles
disperse and come back to aquatic sites for undeygeproduction, exhibiting, for several
amphibian species, a very strong site fidelity (Blainet al, 1994). Thus, herpetologists
consider aquatic sites as representative of thalptopn level (Barault, 2003). This high pond
fidelity suggests that populations may exhibit loadaptation to their pond mainly when
migration rates are low across populations. Onatier hand, many species exhibit patchy
distribution across the landscape matrix, conne¢tedugh migration, and exploit very
variable environments (Seppa, Laurila, 1999; Sind@92; Sjogren, 1991; Vos, Chardon,
1998). Therefore, high phenotypic plasticity ingbespecies rather than local specialization is
expected (Sultan, Spencer, 2002). Thus, it is éssdn compare life history traits among
populations originating from different habitatsdissociate local adaptation from phenotypic
plasticity.

Because they are sensitive to environmental chamgeghibians are strongly concerned by
worldwide decline (Blausteipt al, 1994; Cushman, 2006; Houlahanal, 2000; Schmeller
et al, 2007; Stuaret al, 2004). Biotic factors can act as cues to reguéatel development,
such as aquatic predation pressure, food availgbifitra and interspecific larval densities
(Anholt et al, 2005; Laurila, Kujasalo, 1999; Tejedo, Reque€94)9and aquatic abiotic
parameters such as temperature variation, watarmeland pond dessication risks, pH,
ultraviolet radiation, oxygen availability, dissel¥ carbonic acid and conductivity (Cummins,
1989; Newman, 1988; Pahkaaal, 2002; Plenegt al, 2000; Smitret al, 2000).

To observe hybrids evolutionary success, we foausEaropean water frogs (Amphibia:
Ranidae), a group characterized by the frequent amdndant natural occurrence of
hybridization eventdGraf, Polls Pelaz, 1989, Pagano et al. 2001). st widespread

hybridization complex, very common in Central anastern Europe, involvedPelophylax
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klepton esculentugGraf, Polls Pelaz, 1989), hybrid resulting fronatmg between the lake
frog P. ridibundusPallas 1771 and the pool fréy lessona€Camerano 1882. This natural
hybrid is fertile and exhibits a hybridogenetic naguctive mode characterized by exclusion
of lessonaggenome in the hybrid germ line and by the produnctf clonal gametes which
only contain theidibundusgenome (Graf, Polls Pelaz, 1989). They coexish Ritlessonae
on which depends the restoration of hybrid lineagdzzell, Berger, 1975). Moreover,
hybrids use many different habitats characterisgd/driation in biotic and abiotic factors
(Pagancet al, 2001).P. kl. esculentugvolutionary success was explained by its goao$is

in a large range of habitat, including ecotones imtefmediate habitats of parental species,
better fithess than one or both parental specieser@l studies evidenced a spontaneous
heterosis effect (Berger, Uzzell, 1980; Gutmatral, 1994; Hotzet al, 1999). As hybrid
fitness is a central point regarding evolutionarglegy of an hybrid zone, it has been studied
in water frog mainly at the inter-taxa level, compg the hybrid to parental species.
However, it is known that the different hybrid lages can vary in genotype but also
regarding ecological performance levels (Hotz etl8P9; Paganet al, 2008; Semlitsclet

al., 1997). Surprisingly, such intra-taxa variabilitgs been poorly studied. Several lineages
were experimentally compared from their life higtdraits, but they belonged to two
populations sharing similar ecological conditiodf® our knowledge, hybrids were never
compared when belonging to very distinct habitatggoal should be to study intra-hybrid
variation in order to determine whether the popafatevel may influence variation in life
history traits, and also hybrid fitness, to geteitdr view of the complexity evolutionary
processes occurring in water frog hybrid zone.

In this context, the aim of our study was to obsesuch intra-hybrid variations in life history
traits of P. kl. esculentusadpoles originating from two different habitateiisidered also as
different populations). As it has been observedigize of hybrids from meadow in respect
to those from forest, and a very contrasting tewaipee water between these two types of
pond (Patrelle, 2010), we choose to compared rsigses, i) tadpoles getting parents from
meadows, ii) tadpoles having parents from foré@¥ia imixed cross with one parent from each
habitat type. We thus submitted them to a reciproeasplant experiment with temperature
as a factor, and observed reaction norms measw@awgral traits (survival, time to
metamorphosis, size at metamorphosis and grow#). ratfirst hypothesis was that the two
populations may differ in their life history traitsccording to temperature, and second

hypothesis, the magnitude and intensity of resporisen the two populations may differ,
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demonstrating in such case variation of their atafation ability. Thus, if tadpoles
originating from two different habitat types (ormgations) present different acclimatation
abilities, they will be affected differently by aenent (temperature), and their responses will
be varied. If tadpoles share the same acclimatatinlities whatever their habitat, we may
observe the same range of reaction, and no signifidifference in larval development for the
two temperatures. Tadpoles from mixed crosseswgypased to share characteristics of both
forest and meadow crosses, and if it is not, itld/@uggest a parental effect (females if their

react always like forest tadpoles, male if theyctdite meadow one).

6.2. Materials and methods

FIELD

Adult water frogswere collected during june 2007 in a pond surrodrigie grazed grassland
close to Germont, called "meadow pond" (X=782.883-2495.640, Lambert Il projection,
system WGS 84), and in a pond surrounded by 400@uhef forest in Boult-aux-Bois, called
"forest pond" (X=780.468 / Y=2493.318). Both si@m® 4 km distant (euclidean distance),
and located in the Ardennes region, France. Dudoge and July 2007, we recorded
superficial water temperatures (at 50 cm from ttigee and at 20 cm depth) at 1 p.m. in 16
ponds of this region (6 from closed forest, 10 fror@adow in open field) including ponds of
sampled frogs. According to this field study, we@sh median temperatures to mimic natural
conditions: 20°C as the forest’s reference tempesgatand 26°C as the meadow’s reference

temperature (Figure 1).
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Figure 1. Water temperature variation in the two type ofitatsurveyed; Boxes define the
interquartile range (IQR), horizontal lines reprasthe median, and whiskers indicate the
maximum and minimum values within 1-5 times the IQR

EXPERIMENTAL CROSSES

Before experimental crosses, taxon of each sanfpbgdwas determined from a toe using
allozymes (LDH-B lactate deshydrogenase) (Hotz 312®dé, Pagano, 2000) and the RFLP
method based on ITS2 (Patredleal, in press). Twd°. lessonaanales, one for each habitat
type, were artificially crossed with fou?. kl. esculentusemales (two for each habitat),
giving rise to hybridP. kl. esculentusadpoles — such hybridisation often occurs natural
ponds (L-E system, see e.g. Graf & Polls Pelaz 1B&gano et al. 2001). The male from the
forest pond was crossed with two females from #raesforest pond (offspring were called
forest tadpoles). The male from the meadow pond erassed with two females from the
same meadow pond (meadow tadpoles), and with twalés from the forest pond (mixed
tadpoles). Then there was a total of six differehitches. Eggs were incubated in the
laboratory in dechlorinated and oxygened tap wate20 + 1 °C. The tadpoles hatched 10
days after fertilisation. Hatchlings were then eghin tanks until reaching stage 25 (free

swimming; Gosner 1960). This was considered agxperiment start (TO).

EXPERIMENTAL PROCEDURE

After reaching free-swimming stage 25 (Gosner, 196@ch clutch was randomly divided
into 6 groups of 9 tadpoles, and kept in large $diilled with aerated tap water, continuously
renewed: 3 groups were reared at 20°C (£1°C), laaather 3 groups at 26°C (£1°C). A total
of 324 tadpoles were raised in 36 tanks. Tadpoker®wat a 0.23 individuals/L density as in
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natural conditions (Thurnheer, Reyer Heinz-Ulri@000), and were fed with a mixture of
rabbit and fish foodad libitum until the onset of metamorphosis (developmerteages 42).
The water quality (i.e. nitrate and nitrite concation, pH, and conductivity) was checked
twice a week during the experiment to keep tadpaleder constant conditions. Food and
faeces were regularly removed to avoid microbiavettepment. Tanks were also daily
inspected for the removal of dead larvae.

MEASURES OFPERFORMANCE

The proportion of survivors reaching metamorphosise to metamorphosis, body mass at
metamorphosis, and growth rate were used as comfsoagfitness to measure the effects of
habitat type and temperature treatment (Gervasifdpoulos, 2008; Hocking, Semlitsch,
2008; Hotzet al, 1999; Van Buskirlet al, 1997). When tadpoles began to metamorphose, all
tanks were checked each day for newly metamorphosdididuals. Metamorphosis was
defined as the emergence of at least one forelgtané 42; Gosner 1960). At metamorphosis,
metamorphs were removed and weighed to the nearkeshg and the number of days since

hatching was recorded.

STATISTICAL ANALYSES

Individual values with no transformation were usedunits for analysis. Three dependent
variables were recorded for each individual; timertetamorphosis, mass at metamorphosis,
and survival. As distribution of residuals is nairmal (Kolmogorov-Smirnov test), non-
parametric tests were used. Analyses were perfoforeal tadpoles in a first step, and then
with temperature segregation. To test temperattieete we compared the three dependent
variables for the two temperatures using a Wilcodan Whitney procedure, with the
Wilcoxon rank-sum test (Crawley M., 2007). To tagtabitat of origin effect, we compared
dependent variables of the three crosses using(iingkal Wallis test, and when significant
differences were observed (indicated @ms< 0.05), Mann-Whitney pairwise comparison
(Bonferroni corrected) was used. For the proportbrsurvivors, the chi-square method of

Pearson was performed.
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6.3. Results

TEMPERATURE EFFECT

The overall survival rate for all experiments waB.78%. At 26°C survival rate was
significantly higher than at 20°C (95.68% vs 77.7&W2 de Pearson tegg = 21.023, df = 1,

p < 0.0001). Controlling for habitat of origin efte forest tadpoles presented the same
survival rate for both temperaturgg € 3.375, df = 1, p = 0.066, Figure 2). Howeveladmv
and mixed tadpoles showed a significantly bettepprtion of survivors at 26°G3 = 7.039,

df =1, p =0.008; angt = 6.721, df = 1, p = 0.009 respectively, Figuye 2
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Figure 2: Size (a), Time to metamorphosis (b), Survival (ajeand Growth rate (d) of
tadpoles from the different habitats (forest, megdoixed) at the two temperature
conditions. Plotted values are the means for esadsc

All tadpoles raised at 26°C were significantly sierathan those at 20°C (Table 1).
The same result was observed when controlling &bitht of origin effect. Tadpoles raised at
26°C from forest, meadow, and mixed crosses w@gmfgiantly smaller than those raised at
20°C (Table 1, Figure 2).
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Concerning larval period, tadpoles raised at 26 «amorphosed significantly earlier
than those raised at 20°C (Table 1). Controllinbitaé of origin effect, tadpoles raised at
26°C from forest, meadow and mixed crosses metadmosgul earlier than those raised at
20°C (Table 1, Figure 2).

Growth rates for all tadpoles, but also controlllrpitat of origin, were significantly
higher at 26°C (0.0028 to 0.0029 g/days) than tlaas#0°C (0.0019 to 0.002 g/days) (Table
1, Figure 2),

Table 1 Wilcoxon Mann-Whitney tests for temperature effeagarding either all tadpoles or
according to their habitat of origin. Variablestegs: mass at metamorphosis (Mass), time to
metamorphosis (Time), and growth rate (Growth).

Variables Crosses Mean SD W P
All 20T 1.4 0.26 18646,5 <0.0001
All 26C 0,85 0,2
Forest 20C 1,26 0,19 2337 <0.0001
Mass (g) Forest 26C 0,84 0,2
Meadow 20T 1,55 0,28 830 <0.0001
Meadow 26C 0,91 0,21
Mixed 20C 1,43 0,26 35325 <0.0001
Mixed 26<C 0,83 0,19
All 20C 70,53 8,73 19527 <0.0001
All 26C 29,81 5,86
Forest 20C 67,11 6,64 2491 <0.0001
Time (days) Forest 26C 29,02 5,08
Meadow 20T 74,48 7,22 864 <0.0001
Meadow 26C 32,22 7,56
Mixed 20C 71,73 9,93 3640 <0.0001
Mixed 26C 29,31 4,52
All 20C 0,0201 0,0045 1692,5 <0.0001
All 26C 0,0285 0,0042
Forest 20C 0,0191 0,0031 53.6 <0.0001
Growth Forest 26C 0,0289 0,0044
(g/days)
Meadow 20T 0,0210 0,0049 100,5 <0.0001
Meadow 26C 0,0286 0,0037
Mixed 20C 0,0206 0,0053 4535 <0.0001
Mixed 26C 0,0282 0,0043

HABITAT OF ORIGIN EFFECT

Rates of survival significantly differed with reda to habitat of origin of tadpoles
(chi?2 Pearson tesy? = 17.057, df = 2, p = 0.0002). Forest and mixadpbles showed no
significantly different survival rates (92.6% vs.90%,y2 = 0.1466, df = 1, p = 0.702), and
better survivors than meadow tadpoles (72.84%, rmepective chi? testg? = 12.085, df = 1,
p = 0.0005; and chi? testg, = 10.204, df = 1, p = 0.0014). Controlling tengiare treatment,
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there was no habitat of origin effect on surviatkerat 26°C (chi? Pearson tegt= 3.8133, df
=2, p = 0.1486) while we observed an habitat @fioreffect at 20°Cy? = 11.7337,df =2, p
= 0.0028). Forest and mixed tadpoles had no diffesarvival rate 2 = 0.172, df = 1, p =
0.678), and exhibited a higher survivor proporttban meadow tadpoles (with respectfully
chi? test,y? = 8.127, df = 1, p-value = 0.0044; and chi? tgst; 5.691, df = 1, p = 0.0171).
We observed significant differences in mass atametphosis according to habitat of
origin (Table 2, Figure 2). Meadow tadpoles wegngicantly bigger than those from forest
(W = 5876,p = 0.0364, Table 1, Figure 2), but not bigger tha@red ones (W = 2926, p =
0,1254, Table 1, Figure 2). There was no differeircanass between forest and mixed
tadpoles (W = 5876, p >0.9, Table 1, Figure 2).t@dlng temperature treatment, there was
a significant habitat of origin effect on mass atamorphosis at 26°C (Kruskal-Wallis test,
2 = 6.3191, df = 2, p = 0.0424, Table 1). Meadodptdes were bigger than those from
mixed crosses (W = 805.5, p = 0.0706, Table 1, fei@). Mass of forest and mixed tadpoles
was not significantly different (W = 1841.5, p >0BRigure 2), nether those of forest and
meadow (W = 594.5, p = 0.0652, Table 1, FigureM®)reover, significant mass differences
were observed for tadpoles raised at 20°C (Krugkallis test,y?2 = 20.501, df = 2, p <
0.0001; Table 2). Meadow tadpoles were signifigabigger than those from forest (W =
250.5, p < 0.0001, Table 1, Figure 2) and thosmfnoixed tadpoles (W = 524, p = 0.0067,
Table 1, Figure 2). Nevertheless, there was nemdiffce between forest and mixed tadpoles
(W =785, p =0.1997, Table 1, Figure 2).

Table 2 Kruskal-Wallis tests comparing the three cros@esbitat of origin effect) at all
temperatures. Variable tested: mass at metamorpfidsiss), time to metamorphosis (Time),
and growth rate (Growth).

Variables 4 df P
Mass (9) 6.4225 2 0.0403
Time (days) 3.9874 2 0.1362
Growth (g/days) 1.884 2 0.391

Time to metamorphosis of all tadpoles was not &ffdy habitat of origin (Table 2).
Controlling temperature effectthere was no significant differences between time t
metamorphosis at 26°C (Kruskal-Wallis tegt= 5.595, df = 2, p = 0.0609, Table 1, Figure
2). However, distributions of time to metamorphoats20°C were affected by habitat of
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origin effect (Kruskal-Wallis test? = 15.453, df = 2, p = 0.0004, Table 1, FigureRrest
tadpoles metamorphosed earlier than those from ove@d/ = 292.5, p = 0.0004, Table 1,
Figure 2), and those from mixed crosses (W = 8455,0.0252, Table 1, Figure 2). Time to
metamorphosis were not significantly different betww meadow and mixed tadpoles (W =
566, p = 0.484, Table 1, Figure 2).

Growth rate for all tadpoles was no affected biitad origin (Table 2). Controlling
temperature effect, we do not observe habitatigfroeffect, neither at 26°C (Kruskal-Wallis
test,y?2 = 0.282, df = 2, p = 0.869, Table 1, Figure 23 the effect on mass, nor at 20°C
(2 =4.127,df = 2, p = 0.127, Table 1, Figure 2).

6.4. Discussion

LARVAL PERFORMANCE AND RELATION TO FITNESS

Phenotypic plasticity is the ability of one genayip express alternative phenotypes to match
with current environment (Agrawal, 2001; Nylin—@wrdi—1998 Pigliucci, 2005). It is
measured by the observation of reaction norms. \Wiedered if hybrid tadpoles originating
from different habitats show intra-specific varigigiwhen they are submitted to temperature
variation. In such case, it would indicate diffdriavel of flexibility or local adaptation.

In our study, high survival rate in tadpoles undeth treatments indicated that
experimental conditions (density, temperature) iagth within tolerance range of tadpoles
from both habitat types. Both temperatures chosemimic natural conditions are indeed
inferior to the limit of 42°C that skeletal musaan tolerate (Litvinchulet al, 2007), and

inferior to maximum temperatures observed in natoaditions (Paganet al, 2001).

TEMPERATURE EFFECT
Survival depended on temperature and was bet@8°& than at 20°C. This result indicated
that tadpoles were in suitable conditions, becansamphibians, survival increased with
temperature (Govindarajulu, Anholt, 2006).

Due to their important canopy cover, forest pondssaipposed to be constant habitats
regarding small temperature variations (Jalatbal, 2003; Matlack, 1997). In contrast,
meadow ponds, more sunny, show important temperatariations related to weather

oscillation (Peltzeret al, 2006). Consequently, a higher phenotypic pldgtizi meadow
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tadpoles can be expected. Although we evidencea maration in meadow tadpoles’ life
history traits (see range distribution (SD) in Teall), forest tadpoles cope better with low
temperature than tadpoles meadows one. This isrgengwith other studies, like those of
Hocking et al. (2008), who observed a better satviate when they tested clear-cut effect on
larval development in gray tree frogdyla versicoloj.

According to distributions of mass at and time tetamorphosis, all tadpoles were
very sensitive to temperature. In natural condgjdmgh temperature seems to be a signal to
accelerate larval development and tadpoles undaegamorphosis as soon as possible. Our
study would mean that, whatever habitat of oridimdividuals, tadpoles are able to undergo
metamorphosis with such stimuli.

As expected, at 26°C tadpoles had an important tijrowate, underwent
metamorphosis earlier and were smaller than thaised at 20°C, trade-off already observed
in most amphibian species, especially kl. esculentus(Blaustein et al, 2001; Brady,
Griffiths, 2000; Jorgensen, Sheil, 2008; Negovetial, 2001). Reducing larval period by
realizing an earlier metamorphosis can increasedg because individuals can avoid pond
dessication. However, individuals that metamorphessdier usually reach a smaller size at
metamorphosis, that is considered as negative Heir fithess, because they may reach
reproductive maturity later (Smith 1987) and getueed fecundity (Berven, 1981; Howard,
1980) and survival (Altwegg, Reyer, 2003; Berve®83). For instance, individuals exposed
to desiccation had shorter development times, wgemnaller, had weaker cellular immune
system responses to phytohaemagglutinin, and haerldotal leucocyte numbers than
individuals from control groups (Gervasi, Foufopmgjl 2008). Thus, this phenotypic
plasticity that confers immediate benefits in tlaeval environment may have long-term
accumulated costs in later stages (Gervasi, Foutopp2008). As pond temporarity could be
more important with global warming, these resutts immportant for amphibian management.
Frogs fromPelophylaxgroup are able to adjust their development in alrsp to external
stimuli, like temperature, water depth, and temptyaosmolarity, as other amphibians
(Bancroftet al, 2008; Gomez-Mestre, Tejedo, 2005; Jakolal, 2003). Our data indicates

that tadpoles are able to support warm temperathegever their habitat of origin.
HABITAT OF ORIGIN EFFECT

Hybrids P. Kkl. esculentusare widespread in Europe and considered as ubiguitMoreover,

adult amphibians are though to reproduce every ipetlie same pond they were born (strong
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site fidelity). If so, it can be expected that #has selection of adaptive traits to the
environmental characteristics of their pond (loealaptation) in comparison to another
population inhabiting another pond with contrastemyironmental characteristics, resulting
variabilities in response to reciprocal transplaata If not, no differences in life history traits
might bee observed among tadpoles originating fidfarent habitats
Regarding habitat of origin, our results evidenddterences in larval development that fit
well with the characteristics of the habitat thejgmate from. Mixed tadpoles, which had
mothers from forest and father from meadow, exédiintermediate larval performances,
suggesting an absence of bias due to a parengalt.efforest tadpoles had a better proportion
of survivors at 20°C than tadpoles from meadowdenmiiey were smaller to meadow ones,
whatever temperatures, but underwent metamorpHasier only at 20°C. These results
matchs field observations on adult hybrids, wheeadow frogs were greater (Patrelle 2010).
Meadow tadpoles showed less survivors at 20°C aaré the largest individuals. This result
is very important for meadow tadpoles fate, becah&elarger size at metamorphosis can
result in better physiological and locomotors perfance in the terrestrial environment
(Newman, Dunham, 1994), but also higher proportérjuvenile survivors (Scott 1994),
earlier first reproduction, and larger size attfirgproduction (Smith 1987,Scott 1994).
Nevertheless, growth rates were not affected bytdutadf origin, that is relativizing size result
since this variable is the ratio of mass over timmetamorphosis. Survival to metamorphosis
reflect juvenile recruitment and the potential papulation growth (Berven, 1990). However,
the poor survival rate of meadow tadpoles at 2Qighysst that they do not cope well at low
temperatures, and they may be locally adaptedeio hlabitat with warmer temperatures.
Thus, these hybrids tadpoles showed variationatensity of responses according to
their habitat origin face to reciprocal transplaiota These differences of larval performances
according to the habitat of origin have to be edab the putative existence of several hybrid
lineages. Indeed, the success and the evolutidiaseyof hybridogenetic lineages Bf k.
esculentusare explained by both a generalistic heterosisotigsis (General Purpose
Genotype model, noted GPG) (Baker H., 1965; SchifiZ1), and an alternative hypothesis,
the habitat segregation hypothesis (Frozen Nich&lfan model, noted FNV) (Pagamt al,
2008; Plenett al, 2005; Vrijenhoek, 1979). The GPG model predibts ta hybrid lineage
will be able to exploit different habitats with doasting ecological characteristics, as a
generalist, while the FNV model predicts that eagbrid lineage will occupies a narrow

niche, as a specialist, and will exhibit local adépn to similar habitats (Vrijenhoek, 1978;
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Vrijenhoek, 1994). These models are not exclusiverather co-occurring, and may explain
hybrids life history traits (Paganet al, 2008). Indeed, several experimental studies
evidenced local adaptations among these hybridsaieed that hybrids are common and
used many habitats because the whole set of clindsrs an adaptation to a wide range of
environmental conditions (Forbes, 1997; Paganal, 2001; Paganet al, 2008; Plenett

al., 1998; Semlitsctet al, 1997). As meadow tadpoles not fit well with caédnperature,
they could be locally adapted to their warm habdétorigin, suggesting that they are
specialist i.e. representative of a FNV lineagegmehs forest tadpoles, which were more
flexible to different temperatures, seems to hawwad phenotypic plasticity, and could be
representative of a GPG lineage).

6.5. Conclusions

Hemiclonal hybrids from thé. esculentuscomplex have been evidenced to get a good
fitness relative to that of parental species @itere cited therein), thus highlighting that
asexuality is not only penalized by deleterious atiahs but may exhibit advantages. Our
data evidenced phenotypic plasticity that suggéstth broad and local adaptations. It
contributes to explain long-term persistence ohstional hybrids. Thus, as long as multiple

clones exist, water frog hybrids will be able toim@n face to environmental modifications.

Our results have to be extended to genetic analyssder to evidence (or not) adaptations
among the different hybrid lineages (i.e. clondafeed, those complexes appear to be
suitable models to study interclonal selection #wxhl adaptation in the light of hybrid

variability.
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7.1. L'identification taxonomique

L’identification taxonomique des grenouilles vertedes différents complexes
d’hybridation est une étape essentielle et incanihie, aussi bien pour poursuivre les études
fondamentales que dans un but de conservation.udusgcemment, lidentification
taxonomique était basée sur des mesures morphqoegrires sophistiquées (Berger, 1966;
Crochetet al, 1995), ainsi que sur le chant (Roesli Marzia, 20&ycherleyet al, 2002).
Mais plusieurs études ont montré que ces méthodtsiant pas assez robustes pour les
individus de I'Ouest de I'Europe, du fait notammelg la capacité de ces grenouilles a
s’hybrider, de leur grande ressemblance, et paneeles hybrides ont des caractéristiques
morphologiques et vocales intermédiaires aux esp@egentales (Lodé, Pagano, 2000;
Pagano, Joly, 1999; Plotnet al, 2001). Des scientifiques ont alors développé mgéode
géneétique basée sur des allozymes, possédant lddss adpécifigues de chaque taxon,
permettant une affiliation fiable (Gutmaret al, 1994; Hotz, 1983). Néanmoins, cette
méthode est trés invasive, car elle requiére ugniemt de tissus ou de muscle, nécessitant au
mieux l'ablation d’'un doigt, voir méme le sacrificee I'individu. Afin de s’affranchir de
I'identification allozymique, nous tentons de metau point de nouvelles méthodes a une
échelle plus fine, moléculaire, utilisant de 'ADBu de simples prélevements salivaires ou
de frottis tégumentaires (Pidanciet al, 2003). Néanmoins, le nombre de séquences
disponibles pour ces différents taxa de grenoudta# rares, rendant la tache plus ardue. La
situation taxonomique des grenouilles vertes emderaest d’autant plus difficile a clarifier
que depuis les années 1928, de nombreuses gresoallbchtones ont été importées. Ces
derniéres originaires des Balkans, d’Anatolie &gypte ce sont parfaitement mélangées aux

populations locales, et hybridés avec les espadestaones.

Dans un premier temps, nous avons mis au poinméikode PCR-RFLP basée sur la
séquence ITS2 afin d'identifier les grenouilles ahmplexeP. esculentusCette méthode,
basée sur un arbre phylogénique robuste, est efficapide, peu onéreuse, et surtout non
invasive. Elle nous a permis d’identifier tous é&hantillons collectés durant la thése dans la
moitié Nord de la France. La comparaison entreegaithode et celle basée sur les allozymes
montrent 83% de correspondance, cette différenaggm essentiellement étre imputée a des
cas d'introgression génétique. En effet, ce phémenaedéja été observé parmi les grenouilles
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vertes de I'Ouest (Mezhzherin, Morozov-Leonov, 1,9P@gancet al, 2003; Pagano, Joly,
1999; Pagano, Schmeller, 1999), ou des événemanitodjression entrd®. lessonaeet P.
ridibunduson été décrits et vice versa, par I'intermédiaieel’hybride hybridogénétiquB.
esculentugHolsbeeket al, 2008; Paganet al, 2003; Paganet al, 2001c; Plétneet al,
2008; Vorburger, Reyer, 2003). Cependant, cetteveltei méthode ne permet pas de
distinguer les grenouilles authochtones et allaodto tellesP. kurtmuelleri(originaire des
Balkans), P. bedriagae (Levant), et les grenouilles d’Anatolie?.( cf. bedriagag. Ces
dernieres sont classées avecHesidibunduscomme faisant partie du « group@ibundus».

De méme ave®. lessonaget P. bergerj toutes deux classées par notre méthode dans le

« groupdessonae».

Dans un second temps, afin de palier les limivestielles de cette nouvelle méthode,
nous avons réalisé une analyse multilocus en anilis’autres marqueurs moléculaires, les
microsatellites (Christiansen, 2005; Garegral, 2000; Holsbeelet al, 2009a; Hotzet al,
2000; Primmetet al, 2002; Zeisset, Beebee, 2000), dans le but deseéaine identification
spécifiqgue, mais aussi et surtout de mettre eneéciel I'existence de différentes lignées
hybrides potentielles au sein dés kl. esculentus Malheureusement, l'utilisation de
microsatellites comme outils d’identification n'ag été fructueuse pour nos échantillons
francais, car 'ADN des deux espéces parentalegpu’&tre distingué. Bien que cet échec
puisse étre du a des problemes méthodologiques’analgse (mauvaise amplification,
logiciels non adaptés au cas d’hybridation), dexptieations semble étre plus probable :

1) les cas d'introgression sont tres importants Feance. lls seraient liés a l'impact
d’introduction de grenouilles exotiques augmentarirassage génétique. Cette hypothése est
corroborée par les travaux de Holsbeek en Belgiquele brassage génétique n’atteint
toutefois pas un niveau comparable a celui obsdarés notre étude, car, si le contexte
d’introductions de grenouilles exotiques est siirglaleur histoire est plus récente et les
introductions moins massives. Dans ces 2 casgliétie taxonomique est délicate a attribuer
car il existe des especes parentales « pures $(H00génome sans introgression de l'autre
espece parentale), des hybrides 50-50, et toutasndindividus s’écartant de ces «cas
d’école », c’est a dire présentant un pourcentdgeafression plus ou moins important. On
peut suggérer un modele de gradient d’hybridateanfonction du pourcentage de génome
ridibunduset de celui ddessonag(Figure 7.1). Ainsi, Holsbeek et al. (2009) onhsidére

gu’'un individu est identifie comme espéce parengilea 90% du génome spécifique de
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cette espece. Par extension, si on retient ce, sBytaient étre considérés comme hybrides
tous ceux qui ont un mélange des 2 génomes pareatapris dans la fourchette 90%-10%.
On comprend dés lors que la question de lidemiifon taxonomique devient plus relative et

surtout ne se pose plus dans les mémes termey @uglielques années seulement.

P. ridibundus P. kl. esculentus P. lessonae
/\
Y |
b C

A

90% RR 90% LL

Figure 7.1: Gradient d’hybridation traduisant les variatiatesproportions des génomes
ridibundusetlessonaeau sein des hybrides. L'individu a est un hybgéeétiquement

proche deP. ridibundus L’individu b est constitué d’autant de génoritBbundusque de
génomdessonaekEt I'individu ¢ est un hybride génétiguementgire deP. lessonae

2) et/ou des marqueurs microsatellites non adaptésaaudes grenouilles vertes en
France. En effet, de nombreuses grenouilles vattedgine allochtone ont été
importées en France possédant un patrimoine géeéiéggerement différent de celui
des P. ridibundusnatives pour lesquelles ont été développés mesgjumars. Cet
eéchec corrobore celui d’autres collegues menant étnde en France (Plénet &
Schmeller, com pers), et, il il conviendrait d’'igr d’autres marqueurs microsatellites
qui soient capables de distinguer entre ridibundive et exotiques. Considérant que
cette méthode étant assez lourde, il nous sembke ggpportun de se tourner vers

d’autres types de marqueurs moléculaires.

Plusieurs marqueurs moléculaires ont été dévelomEmuis quelques années,
d’origine mitochondriale, avec les séquences NDR3NPIlotneret al, 2008), ou nucléaire,
essentiellement des microsatellites, mais aussa@Rad et SAI-1 (Plétneet al, 2009). Ces
derniers semblent particulierement intéressantsilsgoermettent d’identifier les hybrides,
contrairement aux séquences mitochondriales. LhodétPCR-RFLP basée sur la séquence
ITS2 étant pratique, il serait intéressant de ibadf en procédant en difféerentes étapes : 1) Il

convient de pratiquer du clonage afin d’étudievéétuel polymorphisme intra-individuel qui
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pourrait biaiser nos identifications. 2) Construime modele basé sur des taux de mutations
(neutres), ou sur I'horloge moléculaire afin deide notre choix de séquence ITS2. 3)
L’étude de nouvelles séquences ITS2 venant d’étloastde toute 'Europe nous permettrait
d’observer plus de polymorphisme et d’identifier dmuvelles zones conservées spécifiques
d’autres espéces, et qui pourraient étre reconnu@aouvelles enzymes de restriction. |l
serait alors possible de distinguer les différemtgzeces allochtones, mais aussi d’identifier
les taxa du complex®P. grafi présentent dans le Sud de la France pour lesguglieun

marqueur moléculaire n’a été développé a ce jour.

Nous avons commencé a mettre au point une nouvelthode d’identification basée
sur une portion du gene codant pour la rhodopsfiedh( et al, 2003). Ce dernier étant trés
conserve, il y a de fortes chances que le polymsnpd observé entrf. ridibundus P.
lessonaeet P. perezipersiste quelque soit la provenance des grensudlealysées. Les
domaines spécifiques de chaque taxon n’étant pasitks de restriction enzymatique, nous
avons eu recours a la techniqgue de mise en évidiE&NPs. Néanmoins, un séquencgage
d’'un nombre plus grand d’individus des espécesnpales semble indispensable avant de
poursuivre les analyses, car pour le moment, nioitiative ne se base que sur un individu de
chaque espece.

La recherche de nouvelle méthode d’identificatianit ghasser par la recherche de
nouvelles séquences, les plus conservées et spidfipossibles. L'un des moyens d’en
trouver serait de passer par le DNA Barecodings'dgit d’'une méthode rapide et peu
onéreuse du séquencage de plusieurs petites paetitB&DN (mitochondrial ou nucléaire),
utilisée dans le cadre d’identification taxonomigeegéré par le CBOL (Consortium for the
barcode of life). Néanmoins, l'une des limites dette méthode pourrait étre les cas
d’hybrides. Le séquencage des génes codant poatideymes pourrait s’avérer intéressant,
bien qu’il s’agisse de groupes multi-géniques. dfiet, puisque la méthode allozymique
permet d’identifier de nombreuses espéces et hgbral groupe des grenouilles vertes,
garder les mémes marqueurs, mais en passant all&atoléculaire semble étre la meilleure
solution.

En revanche, la mise au moins d’outils systémasiquaur les grenouilles du genre
Pelophylax sera toujours difficile, car perturbée par les chimtrogression génétique,

d’hybridogénese permissive, et d'introductions messde grenouilles allochtones.
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7.2. L'utilisation de I'habitat chez le complexeP. esculentus

De nombreux auteurs ont tenté de comprendre latimaia I'équilibre des taxa au
sein de ce complexe d’hybridation, et ont suggéré wtilisation différentielle de I'habitat.
Néanmoins, ces descriptions comportent des limitas,les taxa n‘ont pas toujours été
identifiés formellement. Toutes les descriptionacsbrdent sur le fait que P. ridibundus
occupe préférentiellement des milieux a forte ifice fluviale, a eau renouvelée, de grande
taille, contrairement a P. lessonae qui évidentriédgux ou I'eau est courante et occupe des
sites plus petits, temporaires, isolés (Berger318forand, Joly, 1995; Moranet al, 1997,
Pagancet al, 1997). Les hybrides occuperaient une large gamfimeitats (Berger, 1973).
Les études de terrain et expérimentales tentadéfileir les exigences écologiques de chaque
taxon sont finalement peu nombreuses. Ainsi, Pléhat. (2000) a montré que I'oxygéne est
une des facteurs limitant la répartition des défds taxa (Plenett al, 2000a), les rieuses
ayant une préférence pour les milieux fortemengeéxygs, les lessona une meilleure tolérance
aux conditions d’hypoxie, et I'hybride ayant desfpenances intermédiaires. Une autre
étude montre que les rieuses occupent des sitaseaflfictuation du niveau d’eau, a substrat
gravillonneux, et a faible taux de matiéres orgaegj les lessona occupent des milieux aux

caractéristiques inverses, et les hybrides degdialintermédiaires (Pagaebal, 2001b).

Suite a I'identification taxonomique des grenasliertes prélevées dans I’Argonne et
en Anjou, jai étudié leur répartition et leur igdtion de I'habitat sur 26 sites. Les
populations sont majoritairement composées de&, ta troisieme étant parfois présent mais
en minorité. Aucune population d’espéece parentaie pi’a été identifiée, I'hybride étant
toujours présent. Le peuplement en grenouillesesedst différent entre les deux zones
étudiées, composé essentiellement Rlelessonaeet P. kl. esculentusdans l'argonne
constituant un systéme « L-E », et Beridibunduset deP. kl. esculentusau sein d’un
systeme « R-E » dans l'anjou. De plus, nous avdmserwé que les rieuses occupent
préférentiellement les habitats prairiaux, prockeidiére et a faible altitude, peu turbide, a
faibles taux de nitrates et forte quantité d’'ioregmeésiques, tandis que les lessona les habitats
forestiers a pH plus élevé, a faible alcalinitéjgé de riviere et a plus haute altitude (donc, a
faible influence fluviale). Les hybrides, bien goneche de I'habitat des lessona, semblent

occuper une niche large, tantdét avec I'une descespparentales, tantdt avec l'autre. Cette
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répartition différentielle corrobore les études g@dentes, et nous a permis d'affiner les
exigences écologigues en mettant en évidence deeaox facteurs impliqués dans la
partition de niche écologique, a tout le moins plegrespeces parentales. L’habitat semble
avoir aussi un effet sur la masse et la taillegtesouilles des différents taxa. Les adultes sont
tous, a I'exception des grenouilles de lessona giands et plus gros lorsqu’ils occupent des
habitats prairiaux plutét que forestier. De mémexpérimentation montre que les pontes
issues de grenouilles « prairiales » donnent égatenhes tétards plus gros quelles que soient

les conditions d’élevage, suggérant une sélectiam ges phénotypes plus gros (grands).

Les hybrides montrant une large valence écologigaas sommes passés a I'échelle
populationnelle afin d’observer un éventuel effetl'tiabitat sur les stades précoces. Dans le
chapitre 6, nous avons pu observer chez des téRirdd. esculentusdes performances
larvaires différentes en fonction de leur origi@e&ux originaires d’'une population forestiere
sont capables de s’acclimater a des températueggead, représentant les conditions d’'une
mare prairiale, tandis que les tétards originaickgne population prairiale ont un
développement affecté négativement par les comdittimulant celles d’'une mare forestiere.
Ces résultats sont importants d’'un point de vuelué¥ocar ils montrent des réactions
différentielles de population appartenant au mémoeige taxonomique. Ces différences de
performances réveleraient I'existence de différefigmées hybrides en lien avec leur fitness
pour certains traits. Nos résultats peuvent suggéme adaptation locale de la population
prairiale a son habitat, validant partiellementgesdictions du modéle FNV (Semlitsehal,
1997; Vrijenhoek, 1978; Vrijenhoek, 1994), tandisesda population forestiére répond aux
prédictions du modele GPG (Baker H., 1965; Schulg71; Schultz, 1977) et semble étre
géneéraliste. Le succés évolutif de ces hybridespitguerait alors par le fait que ces deux
modeéles ne sont pas antagonistes (Pagano, 1998ndepgal, 2008; Plenetet al, 2005;
Semlitschet al, 1997).

Il serait intéressant de poursuivre les analysemettant en évidence génétiguement
différentes lignées clonales, puis les soumettges transplantations réciproques afin de
déterminer leur capacité d’acclimatation et la fité#té de leur réponse face aux modifications
de leur environnement. Cette expérience nous paaitat’identifier les lignées spécialistes
(faible plasticité face aux changements) et celignéralistes (bonne plasticité) pour

I'utilisation d’ 'habitat. Néanmoins, la véracitie ces modeles repose sur le postulat d’'une
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hybridogénése stricte. Or, compte tenu des castrajression génétique relativement
fréquents, notamment dans les zones ou les inttiodscde grenouilles exotiques sont
nombreuses, nous pouvons étre amenés a douterrdcteza (fortement) clonal de nos
hybrides. Il serait donc plus prudent d’étudier ligeées hybrides GPG et FNV dans des
zones ou l'espere parentdie ridibundusest absente ou native, et dans des populations
mixtes (L-E) et non E-pures, afin d’éviter les tisqd’introgression et d’étudier des hybrides

« réellement » clonaux.

Une étude de la dynamique des populations sembssi andispensable a la
compréhension de ces systémes de reproductione @riéanalyse des classe d’age de chaque
population par la méthode de squelettochronologiels pourrions peut étre expliquer les
différences de taille de grenouilles observéeseelas milieux prairiaux et forestiers, mais
aussi étre plus rigoureux en observant les capadig&climatation, d’adaptation, it fine la
fitness au regard des ages.

De plus, étudier les capacités de migration paiopstage ou plus indirectement par
CMR en fonction des taxa nous aiderait a compremdiisieurs aspects des dynamiques
évolutives. Evaluer les flux d’individus migranteprésente un enjeu concernant la
propagation des rieuses exotiqgues, enjeu a la ¢@s conservation mais aussi de
compréhension plus fine des mécanismes potentielsogression, de pollution génétique.
Pour observer la structure des populations, cortgrsta des nombreuses introductions de
rieuses exotiques, et des cas relativement frégudimbtrogression génétique, altérant
l'intégrité des génomes des especes parentalgenktique des populations est inappropriée.

L’observation des migrants est donc le seul moyétudier la structure des populations.

7.3. Fitness hybride et heterosis

L’hybride du complexeP. esculentusa fait I'objet de nombreuses études qui ont
montré que son succes évolutif s’expliquerait pae bonne fitness au sein d’'une grande
gamme d’habitat. Plusieurs études ont analysé éefrmmances larvaires des tétards du
systeme « L-E » et ont observé chez cet hybridefigt heterosis positif (Berger, Rybacki,
1997; Berger, Uzzell, 1980; Gutmaehal, 1994; Hotzet al, 1999; Semlitsch, Reyer, 1992;
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Tietje, Reyer, 2004; Tunner, Nopp, 1979), ce ggnifie gu’il manifeste une supériorité par
rapport aux deux especes parentales pour au maingai (Manwell et al, 1963). Dans
d’autres cas, les hybrides ont plutét montré de$opmances intermédiaires aux especes
parentales plutét que supérieures (Pleteatl, 2000a; Plenett al, 2005; Pleneet al, 1998;
Plenetet al, 2000b). On ne peut donc classer ces hybrides dangroupe uniforme :
certaines lignées présentent des traits supérielaaires sont intermédiaires, voire plus
faibles que ceux des espéces parentales. Contemiteamix hybrided. kl. esculentusles
performances larvaires du compleie grafi n'ont encore jamais été étudiées a notre
connaissance. Ce dernier étant analogue au compleagculentuson peut supposer que les
2 hybrides partagent des caractéristiques analogioes de I'élevage expérimental présenté
en chapitre 4, nous avons pu observer que, en, éffethybridesP. kl. grafi ont des
performances intermédiaires, car supérieures pdwsparentalB. perezj mais inférieures a
P. ridibundus

Il serait particulierement intéressant de poursules recherches sur ce complexe peu
connu, en étudiant les performances larvaires ditlgbP. ki grafi issus de différents
croisements (PPxRR, PPxRL, RPxPP) afin de les cmmpat d’observer l'effet de
I'ancienneté de la clonalité. De plus, les grerdesildu complexeP. grafi occupant des
milieux tres souvent temporaires, I'étude de ldilrsation de I'habitat semble indispensable
afin de connaitre au mieux les exigences écologigde chaque taxon et d'observer
d’éventuelles lignées hybrides différentes. Danscantexte de réchauffement climatique,
comprendre le maintien de ces taxa dans des lembiamis a de fortes sécheresses pourrait

étre une clé importante en écologie évolutive.

7.4. Le devenir évolutif des grenouilles vertes

7.4.1. L’hybridogénése : un modéle biologique eml pé

Les zones d’hybridation sont considérées comme ées lieus ou des évenements
évolutifs important se produisent. Le mode de rdpction hybridogénétique a été considére
par certains comme une impasse éevolutif, car l'iejdne maintien sa lignée qu’en parasitant

une des deux espéces parentales (Milinski, 1994anhoins, plusieurs événements
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invalident cette prédiction, remettant en causthdarie de I'hybridogénése comme mode de
reproduction strict.

1) De nombreux cas d’introgression ont été répéee, par l'intermédiaire des hybrides
(Holsbeeket al, 2008; Mezhzherin, Morozov-Leonov, 1997; Pagatal, 2003; Pagano,
Joly, 1999; Paganet al, 2001c; Pagano, Schmeller, 1999; Ploteernl, 2008; Vorburger,
Reyer, 2003). Le mode de reproduction hybridogénétiexclu en théorie ce type de
recombinaison génétique, mais il ne fait aucun elogie chez les grenouilles vertes,
I'hybridogénése permet la recombinaison de markre ou moins importante.

2) Les hybrides?. kl. esculentugpeuvent constituer des populations E-pures, sacisna des
deux autres especes parentales. L'existence dpopesations suggere que ces hybrides ont
une hybridogénése permissive, et produisent d'auy@ges de gametes que ceux renfermant
le génome rieuse (cf introduction) afin de s’auttretenir en I'absence d’espéce « hote »
(Christianseret al, 2005; Uzzelkt al, 1980)

3) Certaines lignées hybrides ont des niveaux digigls multiples, souvent triploides voire,
plus rarement, tétraploides (Berggral, 1986; Plotnert al, 2008). Une étude menée en
Hongrie a observé des malesesculentusriploides dans un systéme « E pur » (Vorburger,
2001b). lls avaient un génotype RLL, mais ressemblalmorphologiquement) plus a des
rieusesqu’'a des lessona, ce qui était du a une accumnoladi® mutations réduisant
I'expression du génome L. Ces hybrides particuleduisaient des gametes diploides de
génotype LL, et devaient se reproduire avec Rlesdibunduspour reconstituer chez leurs
descendants le génotype RLLNous suspectons d'ailleurs cette éventualité dasschs
d’identification d’individus notés Rl (supposés dénotype RRL) ou rL (supposés de
génotype RLL ; chapitre 3) et cela influe sur led@le de gradient d’hybridation (fig 7.1)

présenté précédemment.

L’ensemble de ces 3 faits montre que I'hybridogénmésst pas aussi figée que décrite

dans la littérature et que les hybrides clonauxeeul’étre totalement ou partiellement.

Par ailleurs, les caractéristiques du complexe/tidation sont modifiées par les
nombreuses introductions de grenouilles vertesBa#isans, d’Anatolie et d’Egypte qui ont
augmenté la diversité génétique du génamdébundus notamment ceux portés par les
hybrides. Ainsi, la reproduction entre deux hybsidkorigines différentes aboutit souvent a

des descendants rieuses viables et fertiles, samlgations déléteres sont portées a I'état
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hétérozygote (Gueat al, 2002; Vorburger, 2001d). Les bonnes performadesshybrides et

I'existence de plusieurs lignées hybrides pouritaitailleurs étre liées a cette forte diversité
géneétique. Lors de nos analyses, les hybridesténtiéntifies dans toutes les populations, a
I'exception de celles de l'lle d'Yeu. Cette omniggéce montre a quel point ces hybrides

occupent une grande diversité d’habitat.

Ces grenouilles vertes combinent donc les avastdgda reproduction clonale avec
ceux de la reproduction sexuée (recombinaison)s t@s €léments pourraient suggeérer que
I'hybride P. kl. esculentugpourrait ou serait engagé dans un processus agatpg, ou il
pourrait alors totalement s’affranchir des deuxeesp parentales. Dans ce contexte, I'analyse
des processus de recombinaison apparait incontaletrnaintrogression génétique doit étre
quantifiee afin d’évaluer son implication dans bé&wion du complexe d’hybridation,
notamment dans les processus de spéciation pdsentiesemble aussi indispensable
d’'observer les différents niveaux de ploidie, aigae la production de gamétes, afin de
comprendre comme les populations E-pures persigieal habitat ces populations utilisent et

quelle est la fitness de chaque lignée hybrideddipouvoir prédire le devenir des hybrides

7.4.2. La propagation du génome R

L'origine des grenouilles de I'espéée ridibundusprésentes en France n'a pas été
déterminée. Deux hypothéses expliqueraient leusgmee : 1) elles sont autochtones, et
résultent de la colonisation de I'Europe de I'Ougspuis la déglaciation en provenance des
zones refuges situées dans le Sud Est ; 2) ellddades allochtones, issues des importations
massives des grenouilles vertes en provenance dgogkavie et d’Anatolie depuis les années
1920. Suites aux quelques études sur le sujet, prmusons supposer que les deux hypothéses
seraient vraies, certaines seraient autochtonéammeent dans la vallée du Rhone, mais la
grande majorité allochtones résultant des nombseugeoductions (Paganet al, 2001a;
Schmelleret al, 2007). Ces grenouilles importées font toutesigpdd « groupeidibundus»,
la plupart étant de®. ridibundus les autres appartenant potentiellement a descespée
différentes P. kutmueleri, P. bedriagaeP. cf. ridibundug. Elles ce sont mélangées et
reproduites avec les populations locales, ce quiggmenté la diversité génétique des rieuses.

Des génes exotiques sont en effet retrouvés danbgmees rieuses natives, ce qui peut étre
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considéré comme une invasion de génes étrangans @éspéece a une autre, que I'on appelle
aussi « une pollution génétique » (Pagano et a3R0

Ces nombreuses introductions de grenouilles exesigfont évoluer ce complexe
d’hybridation tres rapidement. L’explosion du nombde grenouilles rieuses exotiques
augmente les probabilités d’hybridations avec Isgéees natives, comnie lessonaget
mémeP. kl. esculentugSchmelleret al, 2007). Le fait que les descendaRtsridibundus
néo-formeés issus de croisement entre 2 hybridentsesouvent viables est tres probablement
la conséquence de cette grande diversité génétijmsi, les génomes clonaux R sont
différents et portent des mutations déléteres smné a I'état hétérozygote (Guext al,
2002; Vorburger, 2001d). De plus, les tétards dmises portant un des génomes en
provenance d’'un hybride montrent des performanaesires tout aussi bonnes que ceux

issus de paren®. ridibundus(chapitre 4).

Ces études nous amenent a passer a une obsedtchelle du génome. En effet,
I'équipe lyonnaise travaillant sur ce modeéle biddpg a proposeé il y a quelques années que
le génomeididunduspourrait étre considéré comme un parasite lorkgstivéhiculé par les
hybrides. Ce génome est le seul qu’on retrouve tlarsles complexes hémiclonaux (Polls-
Pelaz, 1995). De plus, de nombreux croisementstaigent soit a des rieuses, soit a des
hybrides, tous portants ce génome R. Vorburgel €003) avaient d’'ailleurs proposé un
tableau résumant les cas simples de croisement l@segrenouilles du complexP.
esculentuset on constate que le génome R est impliqué 8athess 9 types de descendants
(Figure 7.2).

Male
Rana lessonae  Rana esculenta  Rana ridibunda
(LL) (RL) (RR)
Rana lessonae LL RL RL
(LL) (R. lessonae) (R. esculenta) (R. esculenta)
Female Rana esculenta RL RR RR
(RL) (R. esculenta) (R. ridibunda) (R. ridibunda)
Rana ridibunda RL RR RR
(RR) (R. esculenta) (R. ridibunda) (R. ridibunda)

Figure 7.2 Schéma représentant les différents types dearr@nt possible chez les
grenouilles vertes du complexe P. esculentussajdaotypes des descendants issus de ces
croisements (Vorburger, Reyer, 2003).
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Les cas d’introgression ont aussi un role potedaas la colonisation des rieuses car
ils leur permettent de s’accaparer de nouveauxyehelonc potentiellement de nouvelles
ressources. Plétner (2005) a ainsi observé desledrsmansfert d’ADN mitochondrial dB.
lessonaechez des individuB. ridibunduss’élevant a 32%, par m’intermédiaire d’hybridation
antérieure (Plotner, 2005). Ainsi, si la toléraricdhypoxie dépend d’enzyme codées par
’ADN mitochondrial, ces rieuses auraient les mémedgormances que les lessona face au

manque d’oxygéne (Plétnet al, 2008), ce qui agrandit leur gamme d’habitat.

Ces évenements expliquent le succés de ces gllesouiieuses, et plus
particulierement du génome R, qui colonisent pregjkement I'Europe entiere.

7.4.3. Biologie de la conservation

Les cas d’hybridation chez les grenouilles vesmst des phénoménes naturels, mais
qui sont accélérés depuis ces derniéres annéesasuitactivités anthropiques. L'introduction
par ’'homme de grenouilles exotiques est en pegsponsable de I'évolution de la répartition
des différents taxa au détriment de la grenouileLdssona. Le déclin des populations de
grenouilles est majoritairement la conséquence el’dastruction de certains habitats : la
réduction du nombre de sites de reproduction ddéaeloppement agricole et lié au drainage
de certaines zones humides, ou encore du au réemaarit climatique, augmente fortement
les probabilités d’hybridations. En outre, ces rfiodiions paysageres touchent
particulierement les sites correspondant aux peat@Es écologiques de I'espdeelessonae
(marais, etc...). L’habitat préférentiel des gretiesirieuses est quant a lui suivi et protégé
par les agences de l'eau, garantes d’'une bonnééydals eaux pour la consommation de
'hnomme. Mettre en place un programme d’élevageestréintroduction de grenouilles de
Lessona semble inconcevable, puisque si tot red@chélles seraient en contact avec des
rieuses et/ou des hybrides avec lesquelles elleem®duiraient. La seule solution pour
protéger au mieux cette espéce et ralentir sonindést de préserver ses habitats. Affiner
I'utilisation de I'habitat par cette espece, ce queis avons pu faire lors de cette étude, est
une étape indispensable, car ces connaissancesaitiant a la prise de décision quant aux

habitats a prioriser en termes de conservation.
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