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Préface

Le parasitisme est défini comme une relation écologique entre especes de types
différents dans laquelle le parasite vit sur, ou dans le corps de 1’hote, en est nutritionellement
dépendant et a des effets néfastes sur lui, pouvant aller jusqu’a la mortalité des individus tres
fortement parasités (Crofton 1971, Anderson & May 1978). Le parasite influence la biologie
de son héte, de méme que I’hote influence celle des parasites qu’il porte. Il en résulte une

interdépendance des fonctionnements biologiques des especes hotes et parasites.

Les effets des parasites sur la dynamique et 1’évolution des populations hotes sont
aujourd’hui bien connus (Anderson & May 1978, 1979, May & Anderson 1979, Grenfell
1992, Grenfell & Gulland 1995, Gulland 1995, Barrett et al. 2008, Tompkins et al. 2011). Les
parasites peuvent notamment impacter, dans nombres de taxons, la survie et le succes
reproducteur des hotes (e.g. chez les invertébrés : Minchella 1981, les oiseaux : Hudson et al.
1998, Ilmonen et al. 2000, les poissons : Forrester & Finley 2006, les mammiferes : Newey &
Thirgood 2004, Schwanz 2008). Parallélement, les hoétes influencent la dynamique et
I’évolution des parasites via les variations d’effectifs (modele de Lotka-Voltera, Volterra
1928, Lotka 1932, voir Papkou et al. 2016) ou de densité de leurs populations (Arneberg et al.
1998), leur comportement (e.g. Bohn et al. 2017), leur structure spatiale (Barrett et al. 2008,
Gilleard & Redman 2016) et sociale (Altizer et al. 2003, van Schaik & Kerth 2017) et leurs

mécanismes de résistance (Fenner & Fantini 1999).

Du fait de cette interdépendance, hotes et parasites coévoluent (Barrett et al. 2008).
L’une des composantes majeures de la coévolution est la résistance qu’hote et parasite ont
vis-a-vis I’'un de I’autre. Notamment, les pressions de sélection imposées par le parasite vont
sélectionner les hotes avec une résistance optimale face au pathogene, forcant ainsi
I’évolution des stratégies du pathogene (Barrett et al. 2008). Une course a I’armement se met
ainsi en place entre hotes et parasites (Combes 2001). Parmi les exemples les plus connus de
coévolution, on peut citer I’introduction du lapin de garenne (Oryctolagus cuniculus
cuniculus) en Australie, a des fins cynégétiques. Suite a cette introduction, les lapins sont
devenus si nombreux qu’ils ont été considérés comme une espece nuisible. Afin de réguler
leurs effectifs, le virus de la myxomatose (Myxoma virus) a été introduit. Au départ, les
effectifs des populations de lapins ont drastiquement décrus, ce qui s’est accompagné d’une
forte sélection directionnelle (voir Chapitre 1, 1.4.3) favorisant les lapins génétiquement
résistants au virus. Cette augmentation de la résistance a eu pour conséquence de sélectionner
les souches de virus moins virulentes, une moindre virulence maximisant la probabilité d’étre
transmis. Le virus n’assurait alors plus son role de régulateur car la mortalité associée a

I’infection a drastiquement diminuée (Fenner & Fantini 1999). Le phénomeéne s’est répété
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depuis I’introduction d’un autre virus (le Rabbit Hemorrhagic Disease Virus) et les lapins sont

aujourd’hui toujours un probléme en Australie (Schwensow et al. 2017).

Le matériel sur lequel agit la sélection naturelle, aboutissant a 1’adaptation et
I’évolution des populations et des especes, est la diversité génétique (Lande & Shanon 1996,
DiBattista 2008). La diversité génétique se mesure a deux échelles, celle de la population et
celle de I’individu. A 1’échelle de la population, une plus grande diversité génétique confére
un plus grand potentiel adaptatif en maximisant les chances d’avoir des individus ayant des
phénotypes leur permettant de faire face aux changements environnementaux (Lande 1998).
Une grande diversité est donc considérée comme une caractéristique avantageuse. La diversité
génétique individuelle est quant a elle liée a la valeur sélective (e.g. Slate et al. 2000) et a la
résistance face aux pathogenes (e.g. Brambilla et al. 2015, Schwensow et al. 2017). Elle a
donc un role important dans la coévolution entre hotes et parasites. La diversité génétique
(populationnelle et individuelle) est déterminée par divers facteurs tels que I’histoire des
populations (e.g. Biebach & Keller 2012, Kekkonen & Brommer 2015) et les flux de génes
entre et au sein des populations (Segelbacher et al. 2010, Ri¢anova et al. 2011). Les flux de
genes sont quant a eux impactés par différents facteurs tels que le paysage et les capacités de
dispersion des espéces (Slatkin 1987, Wilson et al. 2015). Par ailleurs, les mouvements des
hoétes (y compris ceux aboutissant a des échanges génétiques) vont participer a déterminer les
flux de parasites dans les populations (Biek & Real 2010, Gilleard & Redman 2016), et de ce
fait, les flux de geénes entre parasites, modulant ainsi leur propre diversité génétique et
capacités d’adaptation (Barrett et al. 2008). Ainsi, tout ¢lément pouvant impacter les flux
d’individus et de geénes peut impacter la diversité génétique et la dynamique parasitaire dans

les populations.

Dans un tel contexte, on comprend alors que le fonctionnement des populations hotes
est indissociable du fonctionnement des populations de parasites et vice versa, et que la
génétique tient une place importante dans les interactions hotes-parasites. Si [’on souhaite
comprendre le fonctionnement des populations, on doit donc étudier conjointement hotes et
parasites, et plus particulierement la distribution de la variabilité génétique et son lien avec les
risques sanitaires dans les populations. C’est ce que nous nous proposons de faire dans la suite
de ce manuscrit. La Partie I repositionnera la génétique et le parasitisme dans leurs contextes
théoriques et illustrera leurs importances au travers d’exemples pris dans le régne animal. La
partie II aura quant a elle pour but de présenter le contexte méthodologique dans lequel s’est
déroulé¢ le travail accompli durant cette thése. Les résultats obtenus seront exposés dans les

parties III et IV puis la partie V sera consacrée a la synthése et la discussion générale.
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De I’'tmportance de la génétique pour les individus et les

populations

36






1. Diversité génétique : Origine et roles

1.1. La diversité génétique, qu’est-ce c’est ?

L’une des raisons qui fait de la génétique un élément majeur pour les individus, les
populations et les espéces, est qu’il existe un lien entre ADN (Acide DésoxyriboNucléique) et
phéno‘[ype4 d’un individu. L’ADN est une chaine de nucléotides (bases de ’ADN, A, T, C, G
pour Adénine, Thymine, Cytosine et Guanine, respectivement). Au sein d’un individu, cet
ADN est divisé en plusieurs morceaux, les chromosomes, qui sont par paires chez les
organismes diploides (excepté dans les gametes). Le nombre de chromosomes peut varier
d’une espece a Iautre et la taille du génome (ADN total d’un individu) aussi (e.g. le génome
humain est composé de 3 400 000 000 paires de bases contre « seulement » 120 000 000 pour
la plante Arabidopsis thaliana, Gautheret 2012). Chaque cellule nucléée contient une copie
complete du génome. Les séquences d’ADN sont propres a chaque individu (séquence
unique) et sont constituées de régions codantes et non codantes. La position d’une portion
spécifique d’ADN (e.g. d’un gene) sur le chromosome s’appelle le locus. Chez les organismes
diploides, comme deux copies de chaque chromosome sont présentes, deux copies de I’ADN
de chaque locus sont également présentes. On parle d’alléles pour désigner les différentes
copies d’un méme géne. A un locus donné, un individu peut porter deux alléles identiques, on
dira alors qu’il est homozygote, ou différents, et I’individu est alors hétérozygote a ce locus.
La lecture des séquences d’ADN entraine la production d’autres molécules (e.g. protéines,
enzymes) qui peuvent avoir un impact biochimique, morphologique ou encore
comportemental sur le phénotype de 1’individu chez qui elles sont produites (Frankham et al.

2004).

La diversité génétique est la diversité en séquences d’ADN existant dans un individu
ou un ensemble d’individus (populations, espéces, groupes d’especes). La plupart des
variations existant entre les séquences de deux individus sont neutres (Kimura 1968, 1983),
c’est-a-dire qu’elles n’induisent aucune différence de phénotypes. Cependant, si la variation
est dans une partie du génome contrélant un trait phénotypique, alors deux individus ayant
des séquences différentes pourront avoir des phénotypes différents. Selon que 1’on consideére
un individu ou un ensemble d’individus (e.g. une population), la diversité génétique peut tre
mesurée a plusieurs niveaux. On peut par exemple considérer le nombre de paires de bases

différentes entre deux séquences ou dans un ensemble de séquences, le nombre de loci

* Le phénotype est I’ensemble des caractéristiques observables d’un individu.
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polymorphes” parmi les loci échantillonnés, le nombre d’alléles présents dans 1’individu ou
I’ensemble d’individus, le nombre de loci auxquels un individu est hétérozygote
(hétérozygotie individuelle) ou encore le nombre moyen de loci auxquels les individus d’une
population sont hétérozygotes (hétérozygotie populationnelle). Un ensemble d’individus peut
également étre caractérisé par la fréquence des différents alléles portés par les individus le

constituant.

1.2. La diversité génétique individuelle

A Déchelle de Iindividu, la diversité génétique est lie a la valeur sélective® (de
maniere directe ou indirecte) car elle détermine la valeur de différents traits phénotypiques.
Par exemple, la complexit¢é du chant des males phragmite des joncs (Acrocephalus
schoenobaenus), un trait sexuellement sélectionné chez cet oiseau, est positivement corrélée a
la diversité génétique individuelle (Marshall et al. 2003). Chez le faucon crécerellette (Falco
naumanni) et le cerf élaphe (Cervus elaphus), ce sont, respectivement, le nombre d’ceufs et le
succes reproducteur qui sont plus forts chez les individus les plus hétérozygotes (Ortego et al.
2007c, Slate et al. 2000). Le comportement de dispersion est également li¢ a la diversité
génétique ou a la présence de certains génotypes (e.g. chez les macaques rhésus Macaca
mulatta, Trefilov et al. 2000, la mésange charbonniere, Parus major, Fidler et al. 2007, les

écureuils volants, Pteromys volans, Selonen & Hanski 2010).

Ces liens entre diversité génétique et traits d’histoire de vie’ peuvent passer par divers
mécanismes. Par exemple, le succes reproducteur chez le cerf élaphe est li¢ a la masse a la
naissance (Kruuk et al. 1999), et la masse a la naissance est, entre autres, impactée par la
diversité¢ génétique (Coulson et al. 1998). L’effet de la diversité¢ génétique sur le succes
reproducteur peut donc passer par la condition corporelle des juvéniles (Slate et al. 2000). De
la méme manicere, les effets de la diversité génétique sur les caractéres sexuels secondaires
peuvent étre liés a la résistance face aux parasites (e.g. Brambilla et al. 2015). En effet,
d’apres la théorie de la sélection sexuelle conditionnée par les parasites (« Parasited Mediated
Sexual Selection », PMSS, en anglais, Hamilton & Zuk 1982), les caractéres sexuels
secondaires sont un signal honnéte de la qualité d’un individu et retranscrivent ainsi ses
capacités de résistance face aux pathogenes. Cette résistance étant liée a la diversité génétique

(e.g. Coltman et al. 1999, Luikart et al. 2008), les caractéres sexuels secondaires peuvent

> Le polymorphisme est le fait qu’il existe de la variation. Si dans une population un seul alléle existe pour un
locus donné alors ce locus est dit monomorphe. Si plusieurs alleles existent alors ce locus est dit polymorphe.

% La valeur sélective d’un individu représente sa capacité a passer ses génes a la génération suivante. Elle est
égale au produit de la fécondité et de la survie.

7 Traits individuels liés la survie et/ou a la reproduction des individus.
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¢galement 1’étre. Si I’on revient sur I’exemple du phragmite des joncs, les males avec la plus
grande diversité génétique ont un répertoire de chant plus varié, et sont préférentiellement
choisis par les femelles pour s’accoupler (Marshall et al. 2003). Par ailleurs, la complexité du
chant chez cette espece est un indicateur de différentes caractéristiques individuelles, et
notamment de la charge parasitaire (Catchpole 2000). Le chant renseigne ainsi les femelles
sur la qualité des males (voir aussi Chapitre 11, 4.1) et leur permet de s’accoupler avec les
individus ayant une grande diversité génétique. Les femelles maximisent alors la diversité
génétique de leur descendance, et conférent a leur couvée les avantages évolutifs d’un « bon »

pere.

L’effet de la diversité génétique sur la dispersion peut également passer par la
condition corporelle (e.g. Barbraud et al. 2003) et son interaction avec la résistance face aux
parasites (Vanpé et al. 2016). Chez le chevreuil (Capreolus capreolus) par exemple, les
individus hétérozygotes au locus du Toll-Like Receptor 3, qui est li¢ & I’'immunité, sont plus
résistants que les homozygotes face au toxoplasme (7Toxoplasma gondii). Dans la méme
population, il existe un lien entre résistance face aux nématodes intestinaux, condition
corporelle et propension a disperser (Debeffe et al. 2014). Ainsi, les effets de la diversité
génétique sur la dispersion pourraient étre induits par la condition corporelle et le parasitisme

(Vanpé et al. 2016).

Bien que le nombre d’alleles (e.g. Vanpé et al. 2016, Wegner et al. 2003a, Kloch et al.
2010) puisse également étre 1’une des mesures de diversité génétique liée a la valeur sélective,
c’est souvent I’hétérozygotie que 1’on retrouve dans la bibliographie (e.g. Slate et al. 2000,
Acevedo-Whitehouse et al. 2005, Selonen & Hanski 2010, Ruiz-Lopez et al. 2012, Brambilla
et al. 2015, Mitchell et al. 2017). On fait alors référence aux corrélations hétérozygotie-valeur
s¢lective (HFCs en anglais, pour Heterozygosity-Fitness Correlation). Les HFCs peuvent étre
dues a des effets directs de I’hétérozygotie aux loci considérés sur la valeur sélective
(Hypothese de I’effet direct, Hansson & Westerberg 2002), comme c’est le cas par exemple
lorsque I’on considére les effets d’un gene li¢ a I’'immunité sur la résistance face aux parasites
(e.g. Coltman et al. 2001, Oliver et al. 2009). Le lien entre hétérozygotie et valeur sélective
peut également étre indirect (Hypothese de [’effet indirect, ou de [’effet local, Hansson &
Westerberg 2002), c’est-a-dire que les loci que I’on considere sont en déséquilibre de liaison®

avec d’autres loci qui eux-mémes sont directement liés a la valeur sélective. L’HFC détectée

¥ Association non aléatoire d’alléles & différents loci. Ces alléles sont transmis « en lot » méme s’ils
appartiennent a des loci différents. Par exemple, un locus non soumis a sélection mais étant proche d’un locus
soumis a sélection peut « bénéficier » de la sélection du second et ainsi étre indirectement sélectionné (auto-stop
génétique). Les alléles de ces 2 loci seront alors associés ensemble plus souvent qu’au hasard, créant un
déséquilibre de liaison.
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est alors le reflet de cette association. Enfin, I’hétérozygotie globale (a 1I’échelle du génome)
pourrait étre liée a la valeur sélective des individus a travers 1’avantage global que peut
procurer le fait d’étre génétiquement plus variable que la moyenne (Hypothéese de [’effet
global, Hansson & Westerberg 2002). Une grande diversité génétique individuelle est
effectivement souvent vue comme un avantage évolutif (bien que des corrélations négatives
entre diversité génétique et valeur sélective existent, e.g. Ilmonen et al. 2007, Szulkin &

David 2011, Acevedo-Whitehouse et al. 2018).

Sans étre une liste exhaustive (voir par exemple les effets de la diversité génétique sur
la survie, e.g. Velando et al. 2015), les exemples précédemment cités illustrent I’importance
de la diversité génétique pour de nombreux traits d’histoire de vie. En modulant la valeur
sélective des individus, la diversité génétique peut également avoir des conséquences a

I’échelle des populations.

1.3. La diversité génétique populationnelle

Une population est constituée d’un ensemble d’individus et comporte donc une
certaine diversité génétique que 1’on peut quantifier. A ’échelle de la population, la diversité
génétique représente le matériel sur lequel agit la sélection naturelle, permettant aux
populations de s’adapter aux changements qu’elles peuvent rencontrer (Hedrick 2011). En
effet, la diversité génétique individuelle participe a la création de diversité phénotypique, ces
variations phénotypiques pouvant induire des différences de valeur sélective entre les
individus. Lors d’un changement environnemental, certains individus peuvent avoir un
phénotype leur conférant un avantage sélectif dans les nouvelles conditions (court-terme). Ces
individus survivront et se reproduiront mieux que ceux n’ayant pas ce phénotype. Ces
caractéristiques génétiques, si elles sont héréditaires, pourront étre incluses dans le processus
de sélection naturelle (voir Chapitre 1, 1.4.3) et se répandront alors dans la population au
détriment des caractéristiques désormais mal adaptées. Le phénotype majoritaire présent dans
la population sera déplacé (voir Chapitre 1, 1.4.3) et la population sera mieux adaptée (e.g.
meilleure survie) aux nouvelles conditions environnementales (long-terme). Il est important
de noter ici que I’on parle de population et non d’espece. Cela est dii au fait que le potentiel
évolutif d’une espeéce peut-étre divisé en populations (Hedrick 2011). Les pressions de
sélection correspondent a des conditions particuliéres, appliquées localement a un certain
groupe d’individus, et s’exercent donc a 1’échelle d’une population plus souvent qu’a I’échelle
d’une espece entiére (i.e. sur son aire de répartition globale). Plusieurs facteurs peuvent agir

sur les fréquences alléliques et la diversité génétique dans une population, et notamment les 4
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grandes forces évolutives’ : la mutation, la dérive génétique, la sélection et la

migration/dispersion.

1.4. Les forces évolutives déterminant la diversité génétique
1.4.1. La mutation

Une mutation est définie comme un changement dans la séquence génétique (Nature
Education 2014a), qui peut apparaitre de maniére aléatoire, ou étre favorisée par des facteurs
environnementaux mutagenes (e.g. 1’exposition aux rayons ultra-violets, Pfeifer et al. 2005).
Certaines mutations peuvent étre sans conséquences phénotypiques (mutations silencieuses)
alors que d’autres peuvent modifier le phénotype des individus (mutations non silencieuses).
Si la mutation se produit dans ’ADN contenu dans des cellules germinales (i.e. gameétes ou
cellules produisant les gamétes), alors elle pourra étre transmise a la descendance des
individus. En modifiant les séquences d’ADN la mutation crée de nouveaux all¢les et est ainsi
la source de la diversité¢ génétique dans les populations. Cette diversité sera alors régulée
(conservée, propagée ou non) par les autres forces évolutives. La mutation est un processus
lent (e.g. 1 x 10” nouvelle mutation par locus et génération chez les eucaryotes) dont le taux

peut varier selon le type de locus considéré (Frankham et al. 2004).

Une mutation non silencieuse dans une cellule germinale peut ainsi créer un nouveau
phénotype qui se répandra éventuellement dans la population. Chez les otaries de Kerguelen
(Arctocephalus gazella), la perte de pigmentation de certains individus est due a une mutation
sur un seul nucléotide dans le géne du récepteur de la mélanocortine de type 1 (Peters et al.
2017). Les mutations peuvent également avoir d’importantes conséquences sanitaires sur les
populations et la résistance des parasites face aux traitements antiparasitaires. C’est
notamment ce processus qui permet aujourd’hui d’expliquer la résistance de la malaria
(causée par le parasite protozoaire Plasmodium falciparum) aux traitements antifolates
(Gregson & Plowe 2005). De la méme maniere, 1’apparition, au sein des hotes d’un allele de
résistance face aux parasites (i.e. un all¢le induisant un taux de parasites plus bas chez les
individus porteurs que chez les individus ayant d’autres alleles, voir Chapitres 2 et 10, Article

3), suite a une mutation, peut impacter la dynamique parasitaire dans une population.

? Les forces évolutives ne sont pas les seuls facteurs déterminant la diversité génétique. Par exemple, le crossing-
over (¢échange de matériel génétique entre 2 molécules d’ADN lors de la méiose) crée de nouvelles combinaisons
génétiques. Un autre exemple peut-étre la consanguinité (reproduction entre individus apparentés) qui induit une
perte de diversité génétique (voir Chapitre 1, 2.2).

42



1. Diversité génétique : Origine et roles

1.4.2. La dérive génétique

La dérive génétique est la variation aléatoire des fréquences alléliques entre deux
générations dans une population (Wright 1931, Masel 2011). Ce phénomeéne est li¢ au fait que
les populations ont un effectif fini. En effet, lorsque les individus d’une population se
reproduisent, seulement un échantillon aléatoire de tous les gameétes parentaux est impliqué.
C’est donc seulement un sous-échantillon de la diversité allélique disponible qui est transmis
a la génération suivante. Plus I’effectif de la population (et notamment le nombre d’individus
reproducteurs) est petit, plus le sous-échantillon sera petit, et donc, plus la dérive génétique
sera forte (Lande & Barrowclough 1987, Lande 1988). La dérive peut ainsi causer la
disparition ou la fixation aléatoires d’alle¢les dans les populations : si un seul allele est
échantillonné lors de la formation de la génération suivante, a la disparition des parents, les
autres alleles seront perdus, et le seul allele échantillonné sera fixé (fréquence = 1), cela

méme si cet alléle confére un désavantage sélectif.

Dans une étude expérimentale sur le petit vers de farine (7ribolium castaneum), Rich
et al. (1979) illustrent le phénomene de perte de diversité¢ génétique causé par la dérive
génétique. Les auteurs ont cré¢ 12 réplicats de populations d’effectifs variables (N = 10, 20,
50 et 100) et ont maintenu les effectifs constants en échantillonnant aléatoirement N parents
afin de former les générations successives. Ils ont ensuite observé la variation des fréquences
alléliques dans ces populations, dans lesquelles les deux alléles considérés étaient initialement
présents en proportions égales (f=0.5). La Figure 1 représente 1’évolution de la fréquence de
I’allele responsable du morphotype sauvage (« wild type ») au cours de ces générations
successives. Elle montre bien que, plus I’effectif de la population considérée est petit, plus les
variations de fréquences alléliques sont importantes. Pour N = 10, on observe la fixation de
I’allele « sauvage » dans 6 populations sur 12, la perte de cet allele dans une population et le
maintien des deux alléles dans 5 populations (Figure 1). La dérive génétique a ainsi causé la
perte de diversité génétique dans la population N = 10, alors que dans les populations
d’effectifs plus grands, beaucoup moins de fixations sont observées (et méme aucune pour N

=100)".

Dans cet exemple, les fréquences alléliques initiales étaient de 0.5. Cependant, dans
les populations naturelles il existe des alléles rares, présents a faibles fréquences, et ces all¢les

ont donc encore plus de chance d’étre perdus que les alleles plus fréquents. Dans le cas de

1911 est a noter ici que si la dérive génétique est aléatoire, elle peut néanmoins étre compensée par d’autres forces
évolutives (e.g. sélection, flux de geénes, voir 1.4.3, 1.4.4). Dans 1’étude de Rich et al. (1979) cela est illustré par
le fait que, malgré la dérive, pour toutes les populations, la fréquence de 1’alléle « wild-type » a tendance a
augmenter. La sélection agit a I’encontre de 1’allele « non-sauvage ».
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fixation comme de perte d’alleles, la dérive génétique réduit la diversité génétique et cela peut
avoir des conséquences dramatiques dans les petites populations (e.g. celles ayant subi un
goulot d’étranglement'') qui voient alors leur probabilité d’extinction augmenter (Lande
1994, 1998, Saccheri et al. 1998)]2. Dans un contexte sanitaire, on imagine aussi facilement

les conséquences de la perte d’alleles de résistance face a un pathogéne (voir Chapitres 2 et

10).

FREQUENCY UF THE WILD-TYPE ALLELE

1.0

B

0 I 3 12 16 20

GENERATIONS
Figure 1: Evolution de la fréquence de 'alléle « wild type » dans des populations de petit
vers de farine (Tribolium castaneum) de différents effectifs (N) au cours de générations

successives (reproduit depuis Rich et al. 1979).

"' Un goulot d’étranglement arrive dans une population lorsque Ieffectif est drastiquement réduit ou qu’une part
importante des individus ne peut pas se reproduire (e.g. des suites d’une maladie) (Nature Education, 2014b)
"2 Dans les petites populations, I’accumulation de mutations délétéres est également un facteur augmentant le

risque d’extinction (Lynche et al. 1995)
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1.4.3. La sélection naturelle

La sélection naturelle, introduite par Charles Darwin dans son ceuvre « L’origine des
especes » parue en 1859, est le processus par lequel les caractéres avantageux d’un individu
vont se répandre dans une population, alors que la fréquence des caracteres désavantageux va
diminuer. Elle repose sur plusieurs principes (Breed & Moore 2015). Premierement, la
sélection naturelle nécessite 1’existence de variabilit¢ interindividuelle au niveau
phénotypique et génotypique dans la population ou I’espéce. Il faut ensuite que les individus
les plus adaptés a I’environnement dans lequel ils évoluent survivent et se reproduisent mieux
que les autres. Enfin, il faut que les caractéres avantageux, favorisant la survie et la
reproduction de ces individus, soient héréditaires. Si ces trois conditions sont réunies alors
sous ’action de la sélection naturelle, un caractére avantageux verra sa fréquence augmenter
dans la population au fil des générations alors que les caracteres déléteres seront éliminés ou

minoritaires.

11 existe différents types de sélection (voir Lande & Barrowclough 1987, Nielsen 2005,
Figure 2) :

™ La sélection directionnelle (positive ou négative). La sélection positive favorise la
valeur du trait phénotypique qui confére un avantage aux individus porteurs. Au
niveau moléculaire on observe donc une augmentation de la fréquence de 1’all¢le
avantageux dans la population. La sélection négative (ou purifiante) fera quant a elle

diminuer la fréquence des all¢les déléteres dans la population.

& La sélection stabilisante favorise les phénotypes intermédiaires. Ce processus est en
lien avec la sélection négative car les variants génétiques ayant des phénotypes
«extrémes » (i.e. en queue de distribution) seront éliminés, faisant diminuer la

variance du trait phénotypique.

™ La sélection diversifiante (ou balancée) permet le maintien du polymorphisme en
favorisant plusieurs valeurs de phénotypes. La sélection diversifiante peut notamment
étre due au fait que le génotype hétérozygote confeére un avantage aux individus
porteurs : les 2 alleles sont alors maintenus car les individus hétérozygotes survivent et

se reproduisent mieux que les homozygotes.
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Population initiale
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Valeur du trait phénotypique

Figure 2: Illustration des différents types de sélection naturelle. Modifié depuis Toussaint et

al. 2012.

La sélection directionnelle positive permet a la mutation avantageuse de se répandre dans la
population, déplacant la valeur du phénotype moyen (pointillés — trait plein). La sélection
stabilisante élimine quant a elle les mutations déléteres responsables des valeurs
phénotypiques « difféerentes de la moyenne », réduisant ainsi la variance autour de cette
moyenne. Enfin, la sélection diversifiante permet aux deux mutations équilibrées de se

répandre induisant la présence de deux valeurs optimales de phénotype.

. Mutations neutres
(@ Mutations équilibrées
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La sélection est un processus crucial pour la viabilité des populations puisqu’elle assure la
non-prolifération des all¢les déléteres et contrecarre les variations aléatoires de fréquences
alléliques créées par la dérive génétique. Elle assure ainsi 1’adaptation des populations a leur
environnement (Breed & Moore 2015). Dans le cadre de la résistance face aux parasites, si
une mutation apparait et produit un alléle rendant les individus porteurs plus résistants face

aux parasites, alors cet all¢le sera soumis a une sélection positive.

1.4.4. La migration, la dispersion et les flux de genes

La migration, en génétique des populations'?, fait référence a 1’échange d’individus et
de gamétes entre populations (ou sous-populations). Endler (1977) est 'un des premiers a
distinguer « migration », « dispersion » et « flux de génes ». Il définit la migration comme
« les mouvements de relativement longue distance faits par un grand nombre d’individus dans
approximativement la méme direction et approximativement au méme moment et est
habituellement suivie par une migration retour ». Cette définition fait donc référence aux
espeéces migratrices, qui migrent régulicrement mais qui retournent également régulicrement
sur leur lieu de reproduction. Cela concerne de nombreuses especes dans tous les groupes
(Robinson et al. 2009). La dispersion est quant a elle définie comme « les mouvements a
petite échelle approximativement aléatoires et non-directionnels fait par des individus plutot
que des groupes, plutdt continuellement que périodiquement, comme résultat de leur activité
quotidienne ». Enfin, il définit les flux de génes comme « le mouvement des génes ou des
complexes de genes, et leur établissement, dans des pools génétiques allochtones ». Dans les
définitions d’Endler, migration et dispersion ne sont donc pas systématiquement synonymes
de flux de geénes mais elles peuvent y aboutir si elles sont suivies d’un événement de
reproduction. Et ¢’est donc ce qui est supposé dans la définition de la migration comme force

évolutive.

D’autres auteurs (e.g. Howard 1960) font cependant référence a la dispersion comme
au « mouvement qu’un animal fait depuis son point d’origine a I’endroit ou il se reproduit ou
se serait reproduit s’il avait survécu et trouvé un partenaire », liant ainsi étroitement flux de
génes et dispersion. Il est a noter que la dispersion peut prendre plusieurs formes et
notamment la « dispersion natale » et la « dispersion de reproduction ». La dispersion natale
est définie comme « le mouvement par lequel un individu quitte son lieu de naissance pour
s’engager dans 1’accouplement ou la reproduction ailleurs » et la dispersion de reproduction

fait référence aux « mouvements entre deux événements de reproduction pour le méme

" La génétique des populations est la discipline qui consiste en étudier la distribution de la variabilité génétique
dans I’espace et le temps pour déterminer la structure des populations.
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individu » (Ronce 2007). Dans sa synthése bibliographique, Ronce (2007) propose une
définition du mot dispersion qui englobe la dispersion natale et de reproduction : « n’importe
quel mouvement des individus ou propagules qui ont des conséquences potentielles sur les
flux de genes dans I’espace ». C’est a cette définition de la dispersion a laquelle nous ferons
référence par la suite et définirons les mouvements des génes comme les « flux de genes » qui

peuvent tre assurés par cette dispersion.

En créant des flux de geénes entre différentes (sous-)populations, la dispersion permet
d’augmenter la diversité¢ génétique en apportant de nouveaux all¢les. Elle modifie aussi les
fréquences des alleles déja présents dans la population « receveuse » (Breed & Moore 2015)
et contribue ainsi, contrairement aux autres forces évolutives, a homogénéiser les fréquences
alléliques entre (sous-)populations (Slatkin 1985, voir Chapitre 1, 2). Indépendamment de la
taille de la population considérée, seulement 10 individus dispersant par génération peuvent
suffire a créer une homogénéité entre noyaux de populations sans laisser les forces évolutives
créer de la différenciation (voir Chapitre 1, 2, Frankham et al. 2004). Etant donné
I’importance des flux de génes dans le déterminisme de la structure des populations et de la
diversité génétique, nous reviendrons plus en détails sur ces aspects fondamentaux dans une

partie dédiée (voir Chapitre 1, 2).

Dans le cadre de la parasitologie, on peut notamment évoquer I’importance que peut
revétir la diffusion des alleles de résistance des hotes face aux parasites (voir Chapitres 2, 10
et 11) entre les sous-populations'* d’une population grace a la dispersion. Méme si, dans ce
cas particulier, les flux de geénes sont déterminés par 1I’homme, les programmes de
reproduction mis en place chez les moutons domestiques pour accroitre leur résistance face
aux nématodes gastro-intestinaux représentent un exemple de 1’impact sanitaire des flux de
geénes sur les populations (Sayers & Sweeney 2005). D’un autre coté, les échanges
d’individus (sans forcément qu’ils soient liés a des flux de genes) peuvent également
représenter un moyen d’échanger des pathogénes. L’introduction de pathogeénes allochtones
contre lesquels les individus résidents n’ont pas de défense peut avoir de lourdes
conséquences sur les populations. Par exemple, ’extinction et le déclin de nombreuses
populations d’oiseaux dans 1’archipel d’Hawaii sont associés a I’introduction de la malaria
aviaire via des introductions d’espéces d’oiseaux non natives au début du XX siécle

(Atkinson & Lapointe 2009). La migration/dispersion peut ainsi avoir des effets positifs

comme négatifs sur 1’état sanitaire d’une population.

' Une sous-population est une partie de population, un groupe d’individus qui se ressemblent plus entre eux
qu’aux individus du reste de la population. En génétique des populations, ces individus sont plus proches
génétiquement entre eux que d’autres individus (voir Chapitre 1, 2).
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Parmi les 4 forces évolutives, les flux de genes et la mutation sont les 2 forces
susceptibles d’augmenter la diversité génétique dans une population. La sélection
diversifiante peut aider au maintien de la diversité mais n’en crée pas. La dispersion a quant a
elle le potentiel de permettre I’acquisition de nouveaux alleles et de conserver les existants en
modulant leurs fréquences (e.g. maintien des alleles rares et contre-balancement de la dérive
grace a un apport constant de ces alleles dans les individus dispersant). Contrairement a la
mutation, la dispersion a des effets rapides sur les fréquences alléliques et est donc 1’un des
¢léments les plus importants dans le maintien de la diversité génétique et dans le
déterminisme de la structure des populations (Slatkin 1985, 1987). Aux vues de I’'importance
de la diversité génétique pour les individus et populations (voir Chapitre 1, 1.2 et 1.3), étudier
les flux de genes et leur impact est primordial pour la gestion et la conservation des

populations.

2.1. La différenciation génétique et la structure génétique des populations

Les individus ne se répartissent pas aléatoirement dans 1’espace, du fait par exemple
de contraintes géographiques ou environnementales, et les populations (ou espéces sur leur
aire de répartition) sont alors souvent divisées en plusieurs groupes (Slatkin 1987). Les
individus d’un méme groupe ont alors plus de chances de se reproduire entre eux qu'avec
d’autres individus. Ces associations non aléatoires créent des groupes d’individus plus
proches génétiquement entre eux que d’autres individus, ce sont des sous-populations

(Excoffier 2006).

Chaque sous-population est alors soumise aux forces évolutives précédemment
décrites qui feront évoluer les fréquences alléliques. Par exemple, la dérive génétique fera
varier aléatoirement les fréquences alléliques créant des différences entre les sous-
populations. De la méme maniére, les pressions de sélection rencontrées par les individus de
chaque sous-population peuvent différer et les fréquences alléliques divergeront d’une sous-
population a 1’autre sous ’action de la sélection. Cette divergence des fréquences alléliques
est appelée la différenciation génétique. Plus les fréquences alléliques sont différentes et plus
les différentes sous-populations sont différenciées génétiquement. Si les sous-populations sont
connectées par des flux de génes réguliers, alors la circulation des alléles permet
d’homogénéiser les fréquences alléliques, et de limiter la différenciation génétique entre sous-

populations (Slatkin 1985).
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Afin d’avoir des indices sur le fonctionnement d’une population, le principe
fondamental de la génétique des populations est de comparer la distribution des fréquences
alléliques observées, aux fréquences alléliques théorique que I’on aurait dans une population
idéale (proportions d’Hardy-Weinberg (HW), voir Encadré 1). Si ce n’est pas le cas, cela
indique que les hypothéses d’HW ne sont pas respectées. L’une des causes d’une déviation a
I’HWE est 1’association non-aléatoire des individus et/ou des gamétes (voir Encadré 1). Les
croisements non-aléatoires peuvent résulter du systéme d’appariement (e.g. autofécondation)
ou encore de I’existence de sous-populations dans les populations. La présence de barricres,
physiques (e.g. autoroute chez I’orignal, Alces alces, Wilson et al. 2015) ou comportementales
(Article 2, Chapitre 8), peuvent notamment contraindre les animaux a ne s’accoupler qu’avec
une partie des individus de la population, créant ainsi de la différenciation génétique entre les

différents groupes.

Encadré 1 : Le principe d’Hardy Weinberg

Le principe d’Hardy-Weinberg, nommé d’apres ses découvreurs (Hardy 1908, Weinberg
1908), énonce que dans une population idéale, les fréquences alléliques et génotypiques sont
constantes d’une génération sur I’autre. Une population idéale est définie comme une population :
M d’effectif infini, i.e. non soumise a la dérive génétique
non soumise aux autres forces évolutives (i.e. pas de sélection, mutation ou dispersion)
dans laquelle les accouplements entre individus se font au hasard (panmixie)

dans laquelle les associations entre gameétes se font au hasard (pangamie)

2 2 B X

avec des générations non chevauchantes.

Les populations naturelles ne peuvent pas respecter ces hypothéses mais elles peuvent s’en
approcher. Par exemple, une grande population panmictique et pangamique pourra avoir des
fréquences alléliques proches de celles que I’on aurait dans une population idéale ayant les mémes
caractéristiques. Si c’est le cas, on dira alors que cette population est «a I’équilibre d’Hardy-
Weinberg ». L hypothese la plus forte du modele d’Hardy-Weinberg est la panmixie (qui inclue la
pangamie) et tout écart a I’équilibre d’Hardy-Weinberg (HWE) peut donc indiquer que les

accouplements ne sont pas aléatoires.

2.2. Dépression de consanguinité et dépression hybride

L’une des conséquences de la subdivision des populations et des appariements non-
aléatoires peut étre la consanguinité. La consanguinité résulte de 1’accouplement entre
individus apparentés et cause une diminution de la diversité génétique dans les populations,

notamment du taux d’hétérozygotie, car les individus sont alors porteurs d’all¢les issus d’un
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méme individu ancestral (dits « alléles identiques par descendance »)'>. En effet, si I’on
reprend le cas d’une population divisée en plusieurs sous-populations, les individus nés dans
une sous-population auront plus de chances de se reproduire avec des individus auxquels ils
sont apparentés. Cela peut avoir de lourdes conséquences sur les populations, favorisant par
exemple ’apparition et I’expression des génotypes récessifs, qui peuvent réduire la valeur
sélective des individus (on parle alors de « dépression de consanguinité », Keller & Waller
2002). Dans une population de Kiwi d’Owen (Apteryx owenii), formée a partir de 2 individus
mais ayant un taux de croissance positif, Taylor et al. (2017) ont notamment montré que la
dépression de consanguinité impactait le succes reproducteur et le recrutement des jeunes.
Des effets de la consanguinité sur la résistance face aux parasites ont également été observés
(e.g. chez les Maki catta, Lemur catta, Charpentier et al. (2008), chez le mouton féral de Soay,
Ovis aries, Coltman et al. 1999).

Une grande diversité génétique est donc souvent considérée comme quelque chose de
positif, procurant des avantages aux individus et déterminant la capacité des populations a
faire face aux menaces qui pesent sur elles (e.g. prédation, pathogenes, changements
environnementaux, Amos & Harwood 1998, voir aussi Chapitre 1, 1.2 et 1.3). Il est cependant
important de noter que dans certains cas, les croisements entre individus trés différenciés
peuvent causer une diminution de la valeur sélective : c’est la dépression hybride (Edmands
2007). Par exemple, dans une expérience de croisements entre deux populations
génétiquement différenciées de perche noire (Micropterus salmoides), Golberg et al. (2005)
ont mis en évidence que les descendants de seconde génération issus de ce croisement avaient
une mortalité et une charge virale supérieure a celle des descendants de premieére génération et
des parents. La dépression hybride peut étre expliquée par plusieurs choses : (i) la sous-
dominance, c’est-a-dire que le génotype hétérozygote a une valeur sélective inférieure a celle
des homozygotes, (ii) 1’épistasie, lorsque les interactions entre différents génes causent un
désavantage évolutif et (iii) la perte d’adaptation locale, quand les individus issus du
croisement de deux individus bien adaptés a leurs environnements ne sont adaptés a aucun des
environnements parentaux (Edmands 2007). La dépression hybride est cependant un
phénomeéne supposé étre de courte durée (quelques générations seulement) car la sélection
naturelle agissant, la population hybride tendra vers une meilleure adaptation a son

environnement (Frankham et al. 2004). Finalement, dépression de consanguinité et dépression

" 11 est important de noter que la consanguinité en elle-méme ne modifie pas les fréquences alléliques mais les
fréquences génotypiques, c’est-a-dire qu’elle modifie les associations entre alléle au sein des individus (Keller &
Waller 2002).
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hybrides sont des phénomenes qui peuvent affecter les populations simultanément (Edmands

2007, Chapitre 10, Article 3).

2.3. Dans un contexte sanitaire, pourquoi étudier la structure génétique des populations ?

Du fait de leur role dans le maintien de la diversité génétique, via notamment leur effet
compensatoire de la dépression de consanguinité et autres €léments pouvant impacter la
diversité¢ génétique dans les populations (e.g. dérive génétique), les flux de génes sont un
¢lément crucial dans la dynamique parasitaire des populations et la coévolution hotes-
parasites. Par ailleurs, les mouvements assurés par les hotes déterminent, en partie au moins,
les mouvements et les flux de geénes des parasites et donc leur structure génétique spatiale,
leur diversité génétique et une partie de leur transmission entre hotes (Gilleard & Redman
2016). Etudier la structure et la diversité génétique des populations hotes et parasites permet
donc de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a la dynamique parasitaire (e.g.
résistance, transmission des parasites) et de prédire son évolution dans le temps et les enjeux
qui y sont liés pour les populations. La structure génétique d’une population et les flux de
genes au sein de cette population peuvent €tre impactés par de nombreux facteurs et nous en

détaillerons certains dans la partie suivante.

3.1. Distance géographique

La distance géographique existant entre les individus d’une population peut constituer
un facteur structurant trés important. Historiquement, deux modeles de structure de
populations ont été introduits en lien avec I’isolement par la distance. Le premier est le
modele de Wright (1943, 1946). Dans ce modele, les individus sont considérés comme
répartis aléatoirement et uniformément dans 1’espace et la reproduction se fait entre voisins
séparés par une courte distance. Cette association non aléatoire des individus aboutit & une
augmentation de la différenciation génétique avec la distance géographique. Le second est le
modele de Kimura, le modele de population en treillis (stepping stone model en anglais,
Kimura 1953), qui considére que deux sous-populations géographiquement proches échangent
plus d’individus entre eux qu’avec les sous-populations plus éloignées. Contrairement au
modele de Wright, ¢’est un modele discret puisque 1’on considére une population comme

¢tant divisée en plusieurs sous-populations. Que 1’on raisonne en sous-populations ou bien a
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I’échelle de I’individu, la distance géographique est un ¢lément structurant dans de
nombreuses populations et dans de nombreux taxons (e.g. le mouflon d’Amérique et sous-
especes Ovis canadensis spp., Gutiérrez-Espeleta et al. 2000, la martre d’Amérique Martes
americana, Williams & Scribner 2010, le cerf de Virginie Odocoileus virginianus, Robinson
et al. 2012, mouflon de Dall Ovis dalli dalli, Roffler et al. 2014, la Gélinotte des bois Bonasa

bonasia, Rozsa et al. 2016, la marmotte alpine Marmota marmota, Bichet et al. 2016).

Les structures d’isolement par la distance et leur détection peuvent varier en fonction
de plusieurs ¢éléments, et notamment, des capacités de dispersion de I’espeéce considérée. La
dispersion peut elle-méme varier d’une population a 1’autre en fonction des conditions locales
rencontrées (e.g. densité de la population, Matthysen 2005). L’isolement par la distance peut
donc apparaitre a différentes échelles spatiales. Dans le cas du mouflon d’Amérique
(Gutiérrez-Espeleta et al. 2000), c’est a une grande échelle spatiale que 1’étude a été mencée
(plusieurs centaines de kilométres) alors que dans certaines populations (e.g. chez le sanglier
Sus scrofa, Podgorski et al. 2014, ou la gélinotte des bois, Rozsa et al. 2016), quelques

dizaines de kilometres suffisent a observer un signal.

3.2. Paysage

Le paysage peut étre un autre facteur structurant les populations. Un paysage est défini
comme une aire spatialement hétérogeéne pour au moins un facteur (Turner 2005). Il existe
plusieurs manieres de décrire un paysage (Holderegger & Wagner 2008) : (i) de maniére
binaire ou (ii) comme une mosaique. Dans la vision binaire, les patches d’habitat hospitalier'®
sont répartis dans une matrice d’habitat inhospitalier, sans distinction entre les différents types
d’habitat, excepté la notion de « favorable » (Figure 3A, B). Dans la vision en mosaique, les
différents types d’habitats sont considérés indépendamment les uns des autres et comme plus
ou moins favorables a 1’espéce considérée (Figure 3C, D). La vision en mosaique est plus
réaliste que la vision binaire pour les populations sauvages qui rencontrent différents types

d’habitats plus ou moins favorables dans leur milieu de vie.

Comme les organismes dépendent du paysage dans lequel ils vivent, ce dernier
impacte la dynamique, les flux de genes et I’évolution des populations (Johnson et al. 1992,
Wiens et al. 1993). Les trois principales caractéristiques au travers desquelles le paysage (sa

composition et sa structure) affecte les processus dans les populations sont « 1’effet de zone »

' Ici un habitat est défini comme hospitalier ou favorable par rapport a I’activité des individus dans cet habitat,
par exemple, un habitat peut étre favorable ou défavorable a leurs déplacements.
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(area effect en anglais), « I’effet bordure » (edge effect) et « I’effet isolant » (isolation effect,
Cushman et al. 2016).

A)
[ Habitat 1 Nonhabitat VZzZ3 1oss Gain
C)
‘\\
N
B Forest (F) [ Grassland (G) FtoA GtoA
[ Arable (A) ] Road(R) FloG GtoR
FtoR AoG
GtoF

Figure 3: Représentations possibles d'un paysage et leurs implications en termes de

modification du paysage. Reproduit depuis Holderegger & Wagner 2008.

A : paysage représenté comme une matrice inhospitaliere dans laquelle des patches d’habitat
favorable (a-d) sont présentes. Dans cette représentation du paysage, les modifications sont
exprimées en termes de gains et de pertes d’habitat favorable (B) et peuvent se faire par
extension ou rétrécissement (c), apparition (e), disparition (b) et subdivision (d). C : paysage
représente comme une mosaique d’habitats différents qui peuvent étre plus ou moins
favorables. Dans cette représentation les changements dans le paysage sont exprimés en

termes de gains et pertes mais aussi en termes de transition d’un type d’habitat vers un autre

(D).
3.2.1. Effet zone

La taille des patches d’habitat est un critére important pour le maintien de la

biodiversité et de la richesse spécifique (Farhig 2003, Debinski & Holt 2000), mais aussi des
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populations (Bender et al 1998). La taille des patches d’habitat détermine, en effet, la quantité
des ressources disponibles pour les individus et peut ainsi impacter le nombre d’individus qui
seront présents dans chaque patch (Waits & Storfer 2016). Si les patches sont trés isolés les
uns des autres (voir Chapitre 1, 3.2.3), des répercussions sur la diversité et la structure
génétique peuvent étre attendues (e.g. consanginité, différenciation, voir Chapitre 1, 1, 2). Par
ailleurs, en impactant la condition corporelle des individus (limitation des ressources, e.g.
Garel et al 2007), la taille des patches peut impacter la dispersion des individus (e.g. Barbraud
et al. 2003, Debeffe et al. 2014). De méme, la densité en individus présents dans le patch
dépend de la taille de ce dernier, et la la densité peut également impacter le comportement de
dispersion (Matthysen 2005). Au travers de ses effets sur la condition corporelle, la diversité
génétique et les flux de geénes, la taille des patches d’habitat peut donc impacter la
susceptibilit¢ des individus face aux parasites et la transmission de ces derniers dans la
population, et donc leurs flux de geénes et leur diversité génétique (voir Préface, Chapitres 1,

2,9 et 10).

3.2.2. Effet bordure

Les bordures sont produites par les discontinuités dans le paysage (e.g. jonction entre
deux portions du paysage ayant des caractéristiques différentes), et peuvent étre permanentes
(e.g. cours d’eau) ou transitoires (e.g. perturbations anthropiques, Cushman et al. 2016). Elles
peuvent impacter la qualit¢é de I1’habitat en déterminant, en partie, les conditions
microclimatiques dans le patch et en bordure (Saunders et al. 1991). De plus, dans un contexte
de fragmentation, 1’augmentation du nombre de bordures dans le paysage aura également pour
effet de réduire la quantité d’habitats favorables disponibles et cela pourra avoir les
conséquences génétiques précédemment décrites (voir Chapitre 1, 3.2.1). Il faut toutefois
noter que les bordures peuvent avoir des effets négatifs pour certaines espéces, mais positifs
pour d’autres, en fonctions de leurs besoins écologiques et de leur comportement. Par
exemple, chez le cerf sika (Cervus nippon), la longueur des lisi¢res de foréts est positivement
corrélée avec le taux de femelles gestantes (Miyashita et al. 2008). Les bordures peuvent ainsi
impacter de nombreux processus populationnels et constituent donc un ¢lément du paysage a

part enticre.

Les bordures, et de maniére plus générale, les structures linéaires, naturelles ou
anthropiques, peuvent également impacter les mouvements et les flux de genes dans de
nombreux taxons (e.g. Harris & Reed 2002, Cullingham et al. 2009, Robinson et al. 2012,
Chapitre 8, Article 2). De la méme maniere que pour I’effet de zone, I’effet bordure peut avoir

des conséquences en termes sanitaires en modulant la diversité génétique et les flux de genes
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(Chapitre 1, 2), mais également la transmission des pathogenes dans les populations. Chez le
cerf de virginie, Blanchong et al. (2008) relient 1’effet barriere de la riviere Winconsin
(réduisant les flux de genes des hotes) et la propagation de la maladie débilitante chronique

(chronic wasting disease, en anglais).

3.2.3. Effet isolant

L’effet isolant fait référence a 1’effet du paysage sur les mouvements des individus,
ayant pour conséquence 1’isolement d’individus et de sous populations (Cushman et al. 2016).
Cet effet isolant peut réduire les flux de génes entre patches d’habitats favorables et, dans ce
cas, la distribution des patches dans I’espace déterminera alors la distribution de la variabilité
génétique et donc la structure génétique spatiale des populations (Waits & Storfer 2016). Cela
peut passer par les mécanismes abordés précédemment (e.g. effet barriere, voir Chapitre 1,
3.2.2) mais dépendra également de la connectivité du paysage. La connectivité du paysage est
décrite par deux composantes : la connectivité structurelle et la connectivité fonctionnelle. La
connectivité structurelle fait référence aux caractéristiques physiques du paysage et a
I’organisation spatiale des différents types d’habitat dans le paysage (Taylor et al. 2006,
Crooks & Sanjayan 2006, Baguette & Van Dyck 2007). Elle peut par exemple étre
caractérisée par la distance entre patches d’habitat ou la présence de corridors écologiques
(Taylor et al. 2006). Cependant, ces mesures ne tiennent pas compte de comment les
organismes interagissent avec les caractéristiques physiques du paysage (Taylor et al. 2006).
A Dinverse, la connectivité fonctionnelle fait référence a la réponse comportementale des
organismes face a la structure physique du paysage (Taylor et al. 2006, Crooks & Sanjayan
2006). Elle tient donc compte de 1’effet des capacités de dispersion, de 1’abondance et de la
distribution des individus sur le degré d’isolement. Elle peut ainsi varier d’une espece a
I’autre, d’une population a 1’autre et d’une classe d’individus (e.g. age, sexe) a 1’autre (e.g.
Larroque et al. 2016a, b). Elle dépend également du degré de fragmentation et de la
configuration spatiale des patches d’habitat (Ezard & Travis 2006, Fischer & Lindenmayer
2007). Ainsi, deux patches d’habitats peuvent é&tre structurellement mais pas
fonctionnellement connectés et vice versa (e.g. corridors non utilisés, Taylor et al. 2006,

Imong et al. 2014).

Afin de mesurer la connectivité fonctionnelle d’un paysage il faut identifier quels
¢léments du paysage (e.g. quels types d’habitats, quelles caractéristiques structurelles) sont
« perméables » aux mouvements (Ray et al. 2002, Beyer et al. 2016, Panzacchi et al. 2016).
Plusieurs méthodologies existent (voir Moilanen & Hanski 2006, Tournant 2013, Kool et al.

2013) et I’'un des moyens les plus utilisés pour estimer la connectivité fonctionnelle est la
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génétique du paysage (connectivité¢ génétique, Manel et al. 2003, Frankham 2006, Kool et al.
2013, voir Encadré 2). Dans un contexte sanitaire, la connectivité dans les populations peut
avoir d’importants effets sur la transmission des pathogenes (McCallum & Dobson 2006) et la
résistance des hodtes face aux pathogeénes puisqu’elle est participe a déterminer la diversité

génétique en impactant les flux de génes (voir Chapitre 1.4.4).

Encadreé 2 : La génétique du paysage

La génétique du paysage est une discipline a ’interface de I’écologie du paysage, de la
génétique des populations et des statistiques spatiales (Manel et al. 2003) qui est devenue un sujet de
recherche central dans le contexte actuel de fragmentation du paysage qui accroit les besoins des
scientifiques de mesurer la connectivité des paysages (Richardson et al. 2016). L’objectif est de
caractériser les patrons génétiques spatiaux et de mesurer leur corrélation avec les caractéristiques du
paysage (Manel et al. 2003). Cette corrélation peut étre déterminée (i) visuellement, en représentant la
structure génétique sur une carte du paysage et en déterminant les éléments responsables de la
différenciation génétique, ou (ii) statistiquement. Dans I’approche statistique, des méthodes (e.g. tests
de Mantel) sont utilisées pour mesurer la corrélation entre structure du paysage et structure génétique.
La structure du paysage peut étre déterminée via plusieurs approches parmi lesquelles 1’utilisation de
distances dites « écologiques ». Ces approches reposent sur le fait que la traversée de certains ¢léments
paysagers induit des colits (e.g. en termes d’énergie, mortalité ou encore de vigilance) pour les
individus. Plus I’élément paysager considéré est résistant aux mouvements, plus le cott relatif de la
traversée est important. Le calcul des distances écologiques tient compte des colts liés aux
déplacements dans le paysage (e.g. chemins de moindre cofits ou la théorie des circuits (Adriaensen et
al. 2003, McRae & Beier 2007, McRae et al. 2008). A la différence de la génétique des populations
classique qui teste les effets de la distance géographique Euclidienne sur la différenciation génétique
(voir Chapitre 1, 3.1), la génétique du paysage tient compte, en plus, de la perméabilité des éléments
du paysage et permet de déterminer si le paysage impacte les flux de genes, et si oui, quels éléments

sont les plus perméables (e.g. Larroque et al. 2016a, Chapitre 8, Article 2).

3.3. Structure socio-spatiale

Dans de nombreuses espéeces, les individus ne se répartissent pas aléatoirement dans
I’espace, créant une structure spatiale qui peut dépendre des contraintes environnementales
(e.g. paysage, voir Chapitre 1, 3.2) mais aussi de 1’organisation sociale et du comportement
spatial des individus (Perrin et al. 1993, Storz 1999). Cette structure socio-spatiale’’ peut étre
un déterminant important des flux de génes et donc de la structure génétique des populations

car elle peut induire des accouplements non aléatoires, si par exemple, les individus se

"7 Définie ici comme la structure spatiale résultant du comportement social et spatial des individus, par exemple
la vie en groupe chez les organismes grégaires pour qui une part des individus serait philopatrique.

57




Chapitre 1
De I’'importance de la génétique pour les individus et les populations

reproduisent plus entre eux qu’avec des individus d’autres groupes socio-spatiaux (Slatkin
1987, Storz 1999). Au sein des mammiferes, par exemple, les femelles sont souvent plus
philopatriques que les males (Greenwood 1980), et la philopatrie est un déterminant important
de la structure génétique spatiale chez de nombreuses especes (e.g. Chesser 1991, Coltman et
al. 2003, Hazlitt et al. 2004, Archie et al. 2008, Podgorski et al. 2014). Cette structure socio-
spatiale peut avoir d’importantes conséquences en termes de dynamique et génétique des
populations (Chapitre 7, Article 1), surtout si les groupes socio-spatiaux sont petits et isolés,
augmentant le risque de consanguinité et d’extinctions locales (voir Chapitre 1, 1, 2, Storz et
al. 1999, Crooks & Sanjayan 2006). Dans un contexte sanitaire, les interactions socio-
spatiales et le contact entre individus sont déterminants pour la transmission des pathogénes
(McCallum & Dobson 2016). La structure socio-spatiale, en plus de son effet sur les flux de
genes et la diversité génétique (liés a la résistance face aux pathogénes) peut donc avoir de
forts impacts sur la dynamique parasitaire dans les populations (Préface, Chapitres 1, 2, 9 et

10).

3.4. Histoire démographique

La démographie et son évolution sont I’un des principaux déterminants de la diversité
génétique dans les populations. L’effectif d’une population va effectivement déterminer le
taux de dérive génétique et donc, conjointement avec tous les autres éléments déja abordés, la
diversité génétique (Chapitre 1, 1.4.2). Plus I’effectif est petit, plus les variations de diversité
génétique sont attendues pour étre fortes. Lorsqu’une population subit un goulot
d’étranglement, le taux d’hétérozygotie et le nombre d’all¢les diminuent. Les deux ne sont
toutefois pas perdus a la méme vitesse, et I’effet de la réduction d’effectifs dépend d’autres
facteurs tels que le taux de croissance des populations (Nei et al. 1975, Hedrick 2011,
Allendorf et al. 2013, Figure 4, Figure 5). La perte d’all¢les et d’individus s’accompagne de
modifications des fréquences alléliques (England 1997, Hedrick 2011, Allendorf et al. 2013,
Figure 6). De fagon similaire aux goulots d’étranglement, les événements fondateurs (e.g.
lorsqu’un groupe d’individus est relaché dans I’objectif de fonder une nouvelle population)
impactent 1’hétérozygotie, la diversité et les fréquences alléliques, car ils concernent
généralement un nombre limité d’individus, retenant seulement un sous-échantillon de la
diversité génétique de la population source (Hedrick et al. 2001a, Biebach & Keller 2009,
Allendorf et al. 2013, Figure 6). Ces modifications de fréquences alléliques peuvent causer
une importante différenciation génétique entre les populations introduites et leurs populations

ancestrales (Hedrick et al. 2001a, Hedrick 2011).
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Figure 4: Pertes d'hétérozygotie et d'alléles suite a un goulot d'étranglement d'effectif N = 2
simulé a partir de fréquences alléliques d'une population d'ours bruns (Ursus arctos)

d’Alaska (données issues de Luikart & Cornuet 1998, reproduit depuis Allendord et al. 2013).

Les effets des introductions peuvent perdurer durant de nombreuses générations (Nei
1975, Latch & Rhodes 2005, Biebach & Keller 2009, Figure 5). C’est par exemple le cas pour
le bétail Américain (Amérique du Nord et du Sud) au sein duquel persiste 1’empreinte
génétique du bétail ibérique introduit sur le continent américain prés de cinq sicles
auparavant (Martinez et al. 2012). L’histoire d’introduction peut également laisser une
empreinte sur la structure génétique spatiale au sein d’une population. Cela a notamment été
observé dans une population d’écureuils roux (Sciurus vulgaris) sur 1’ile de Jersey (iles
Anglo-Normandes) dans laquelle la différenciation génétique entre les individus correspond

avec ’histoire d’introduction (voir aussi Chapitre 7, Article 1 pour des résultats similaires).

Dans un contexte sanitaire, les goulots d’étranglement et les introductions ou
translocations peuvent avoir de nombreux effets. Tout d’abord, la perte de diversité génétique
peut induire une susceptibilité accrue face aux pathogénes (Chapitres 1, 2, 10, Article 3). Par
ailleurs, la diminution d’effectif peut modifier la distribution spatiale de la variabilité
génétique dans le paysage, et impacter, de ce fait, les flux de génes en rendant, par exemple,
les échanges entre sous-populations plus difficiles et rares (Chapitre 1, 3.2). Ensuite, dans le
cas d’introductions et de translocations, le pool de pathogénes de départ dépendra des
individus transférés ou introduits, et pourra également étre impacté par les réductions
d’effectifs. Enfin, la structure spatiale des populations (e.g. si héritée de [’histoire
d’introduction) peut impacter la circulation des pathogénes et des alléles de résistance dans la

population.
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Figure 5: Evolution du taux d'hétérozygotie dans une population ayant subi un goulot

d’étranglement (reproduit depuis Nei 1975).

Les lignes pleines font référence au cas ou l’effectif est réduit a 2 individus et les pointillés
représentent le cas ou N = 10. R représente le taux de croissance des populations. Le taux
d’hétérozygotie initial est de 13.8% et les générations sont indiquées en échelle

logarithmique.
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Figure 6: Influences d’un effet fondateur sur le nombre d'alleles (reproduit depuis Allendorf
etal 2013).

La population Frangaise (en haut) est la population source des 2 populations Australienne
(en bas). On observe une modification des fréquences alléliques et la disparition majoritaire
des alleles rares (i.e. a faibles fréquences). Les données sont issues d’une population

d’escargots Theba pisana, concernent 25 loci allozymes et sont tirées de Jonhson (1988) (voir

Allendorfet al. 2013).
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Il existe une trés grande diversité de parasites (= 40% des espéces décrites sont
considérées comme parasites, Dobson et al. 2008) au sein desquels on retrouve une grande
diversité¢ de modes de vies et de stratégies évolutives (voir Moore 2002, Goater et al. 2013
pour de nombreux exemples). Plusieurs définitions de ce qu’est un parasite existent, et dans la
suite, nous considérerons un parasite comme un organisme «ayant un engagement
métabolique envers son hote, ayant développé des adaptations morphologiques et
physiologiques pour vivre dans, ou sur, son hote et ayant le potentiel de diminuer la valeur
sélective de I’hote » (Goater et al. 2013). Le parasitisme est une relation durable car hotes et
parasites sont associés de manicre pérenne et confrontés régulicrement I’un a I’autre (Combes
1995). Les effets des parasites sur leurs hotes sont étudiés depuis des milliers d’années (e.g.
empire ¢€gyptien avec le Papyrus d’Ebers), d’abord d’un point de vue anthropocentré et
vétérinaire afin de limiter les effets sur la santé humaine et les animaux domestiques, puis,
plus récemment, également dans la faune sauvage (Hudson et al. 2006, Goater et al. 2013).
Les parasites peuvent avoir différents effets sur les individus, les populations, les
communautés et les écosystemes, et sont aujourd’hui considérés comme une composante
principale de ces derniers (Hudson et al. 2006, Tompkins et al. 2011). Dans la suite, nous

nous focaliserons sur les effets du parasitisme aux échelles individuelles et populationnelles.

1.1. Les effets des parasites sur les hotes et leurs populations

En accord avec la grande diversité des parasites et de leurs cycles et modes de vies, il
existe une grande variété¢ d’effets possibles pour les hotes (Goater et al. 2013). Certains
parasites ont des effets forts et facilement détectables sur leurs hotes (e.g. la mortalité associée
au trématode Schistosomiasis mansoni chez 1’humain, Kheir et al. 1999) alors que d’autres
effets sont parfois plus difficilement détectables. Cela est li¢ au fait que les effets sont
contexte-dépendants et peuvent é&tre modulés par des caractéristiques intrinseéques ou
extrinseques aux hotes et aux parasites (e.g. age, condition corporelle, immunité, conditions
environnementales, voir Chapitre 1, 2.3) et lorsqu’ils sont mis en évidence, ils sont inhérents
aux conditions dans lesquelles se trouvaient les individus au moment de I’étude (Goater et al.

2013).

L’un des premiers effets du parasitisme sur les hotes est de réduire 1’énergie
disponible pour les individus. Certains parasites peuvent avoir des effets spoliateurs, de par
leur mode de nutrition (e.g. certains nématodes gastro-intestinaux, parasites hématophages,

chymivores), ou réduire la prise alimentaire (e.g. Arneberg et al. 1996, Forbes et al. 2000).
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L’infection parasitaire peut aussi induire des colits via la mise en place de mécanismes de
protection ou de lutte (e.g. immunité, voir Chapitre 2, 2, Colditz 2008). Cette dépense
d’énergie accrue, chez les individus infectés, se traduit par un taux métabolique basal'® plus
¢levé que chez les individus non infectés (e.g. Delahay et al. 1995, bien que cet effet ne soit
pas toujours clair, voir Goater et al. 2013). Une expérience menée par [lmonen et al. (2000)
sur les gobe-mouches noirs (Ficedula hypoleuca) a notamment révélé que les individus chez
qui la réponse immunitaire (voir Chapitre 2, 2) était activée (sans infection, les oiseaux ayant
été confrontés aux pathogeénes désactivés) se nourrissaient moins, investissaient moins dans la
repousse des rectrices'® et avaient un succés reproducteur inférieur a celui des individus chez

qui la réponse immunitaire n’avait pas été activée.

La perte d’énergie causée par les colts de 1’infection induit, en effet, la mise en place
de compromis évolutifs entre les mécanismes de résistance et d’autres traits liés a la valeur
sélective (théorie d’allocation des ressources, Cody 1966, van Noordwijk & de Jong 1986,
Forbes 1993, Perrin et al. 1996). Dans une expérience de traitement par vermifugation sur des
lagopédes d’Ecosse (Lagopus lagopus scoticus), Hudson et al. (1992a) ont, par exemple, mis
en évidence que les individus traités avaient une meilleure survie, et des couvées plus
grandes, que les individus non traités (bien que les effets ne soient pas significatifs sur toutes
les années testées, voir aussi Ebert et al. 2000). Ces effets peuvent avoir, in fine, des
conséquences sur la dynamique des populations. En effet, les variations cycliques d’effectifs
des populations de lagopéde d’Ecosse (avec une période de 4 a 8 ans entre deux déclins)
semblent liées aux infections parasitaires (Hudson et al. 1998, méme si ce n’est probablement
pas le seul facteur agissant, voir Redpath et al. 2006, New et al. 2009). Dans leur étude,
Hudson et al. (1998) ont considéré six populations, deux qu’ils n’ont pas traité, deux qu’ils
ont traité une fois avec un anthelminthique (vermifugation) et deux qu’ils ont traité deux fois
(4 ans écoulés entre les deux traitements). Dans les populations non traitées, deux déclins tres
importants ont eu lieu, dans les populations traitées une seule fois, le premier déclin a été
fortement limité¢ et dans les populations traitées deux fois, les deux déclins ont été limités

(Figure 7).

' Le taux métabolique basal est la dépense d’énergie incompressible au sein d’un organisme pour le maintien
des fonctions vitales (e.g. respiration, homéothermie, digestion)
19 .

Plumes de la queue des oiseaux
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Figure 7: Variation du nombre d'individus dans le tableau de chasse entre 1987 et 1996 dans
les populations non traitées par un anthelminthique (A), traitées une fois en 1989 (B) et

traitées 2 fois en 1989 et 1993 (C) (reproduit depuis Hudson et al. 1998).

Des effets du parasitisme sur la condition corporelle ont également ét¢ mis en
¢vidence chez de nombreux taxons. Chez le renne (Rangifer tarandus), Stien et al. (2002) ont
mis en évidence qu’un traitement anthelminthique entrainait une hausse du poids et une
augmentation de la couche graisseuse du dos (voir aussi Delahay et al. 1995, Newey et al.
2005, Irvine et al. 2006, Hakkarainen et al. 2007, Craig et al. 2008 pour d’autres exemples
chez d’autres taxons). Chez les ongulés, chez qui le succes reproducteur (e.g. chez le
chevreuil, Gaillard et al. 1992, le mouflon d’Amérique, Ovis canadensis, Festa-Bianchet et al.
1998, le cerf hémione (Odocoileus hemionus), Tollefson et al. 2010) et la survie (e.g. chez le
chevreuil et le mouflon d’Amérique, Festa-Bianchet et al. 1997, Gaillard et al. 2000) sont liés

a la condition corporelle, le parasitisme peut aussi avoir de forts impacts sur la dynamique des
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populations. Dans la population de moutons de Soay des iles Saint Kilda (Royaume-Uni), la
diminution brutale de la taille de population observée en 1989 (deux tiers des individus morts
en 12 semaines) a été expliquée par I’interaction entre taux de parasitisme et malnutrition
(Gulland et al. 1992). En effet, les individus retrouvés morts étaient malnutris et trés parasités,
alors que des individus présentant des niveaux d’infestations parasitaires similaires mais
nourris normalement en laboratoire ne présentaient pas de signes cliniques. Le parasitisme
¢levé semble donc avoir exacerbé les effets de la malnutrition sur la survie (voir aussi
Hawlena et al. 2008, Tompkins et al. 2011, Goater et al. 2013). 11 faut noter ici que la relation
entre condition corporelle et parasitisme est un cercle vicieux : les individus les plus parasités
sont en moins bonne condition mais les individus en mauvaise condition ont aussi moins
d’¢énergie a allouer aux mécanismes de défense et seront alors plus parasités (voir Chapitre 2,

2.3.1 Beldomenico & Begon 2010, Cornet et al. 2014, Knutie et al. 2017).

Les effets du parasitisme sur la dynamique des populations peuvent également passer
par des modifications comportementales. L’ impact du parasitisme sur le succeés reproducteur
peut, par exemple, se faire au travers du statut social, déterminé lui aussi en partie par la
condition corporelle (e.g. chez le daim (Dama dama) McElligott et al. 2001), ou encore par
les caracteres sexuels secondaires, conditionnant 1’acceés a la reproduction (e.g. chez le
bouquetin (Capra ibex), Brambilla et al. 2015). Le taux de parasites peut également étre li¢ a
la probabilité de prédation. Toujours chez les lagopédes, Hudson et al. (1992b) ont
notamment constaté que les individus abattus par les prédateurs naturels étaient plus parasités
que les individus abattus a la chasse et que les individus non traités par un anthelminthique
¢taient plus facilement repérés par les chiens de chasse que les individus traités. Cela suggere
qu’un fort taux de parasitisme peut rendre les individus fortement parasités plus facilement
repérables par les prédateurs (bien qu’un effet de la saison de préveélement ne puisse pas étre
exclu, voir Hudson et al. 1992b). On peut imaginer que cela soit dii & une odeur différente
générée par les individus en fonction de leur infestation parasitaire ou bien a une modification

de leur habilité a fuir (voir aussi Murray et al. 1997).

1.2. Les effets des parasites sur le comportement des hotes

Les parasites peuvent aussi modifier le comportement de leurs hotes, les rendant plus
vulnérables a la prédation, afin de maximiser leur propre dispersion. Plusieurs mécanismes

existent pour la dispersion des parasites, en fonction de la complexité de leur cycle de vie
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(mono- ou hétéroxéne) ou du nombre d’héte qu’ils peuvent avoir (degré de spécificité), et
parmi eux, I’'un des plus remarquables est la manipulation comportementale. Parmi les
nombreux exemples existant (voir Lefevre et al. 2009, Goater et al. 2013 et références
incluses), 1I’'un des plus étonnant est celui des trématodes Leucochloridium spp. Ce parasite a
comme hoéte définitif les oiseaux, et comme hote intermédiaire les gastéropodes. Une fois
dans I’hdte intermédiaire, le trématode développe un sporocyste dans 1’hépatopancréas puis
dans les tentacules du gastéropode qui, lors de la transformation des cercaires en
métacercaires’', changent complétement d’apparence et ressemblent a des chenilles (Figure
8). En plus d’altérer son apparence physique, le trématode manipule le comportement des
escargots qui deviennent alors photo- et géotactiques et ne se dissimulent plus, augmentant

ainsi les risques de prédations par les oiseaux (Goater et al. 2013).

Figure 8: Leucochloridium spp. dans son hote intermédiaire, un escargot (© Dick Belgers, at
waarneming.nl, a source of nature observations in the Netherlands. [CC BY 3.0

(https.//creativecommons.org/licenses/by/3.0)], via Wikimedia Commons)).

2. Les stratégies de défense contre le parasitisme

Afin de contrer les différents effets du parasitisme sur les individus et les populations,

différents mécanismes de résistance existent et nous en explorerons certains dans cette partie.

* Dans un cycle monoxéne, les parasites ne dépendent que d’un seul hote. Les cycles hétéroxénes font
références aux parasites dont le cycle dépend de plusieurs hotes : intermédiaires et définitif. L’hote définitif est
I’hote dont le parasite a besoin pour accomplir la fin de son cycle de vie.

2! Cercaires et métacercaires sont des stades de développement des parasites.
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L’interaction hote-parasite peut étre divisée en deux temps : (i) avant et (ii) apres 1’infection.
Durant la premicre phase, I’objectif du parasite va étre de contaminer I’hote alors que ce
dernier essaiera d’éviter les parasites. Une fois la relation établie, le parasite visera a se
développer et se répandre, alors que 1’hdte tendra @ minimiser les effets du parasite et a lutter
contre ce dernier (Combes 2001). Chaque entité¢ de I’interaction hote-parasite induit donc des
pressions de sélection sur I’autre, et une « course a I’armement » se met alors en place,
menant a la coévolution des hotes et leurs parasites. Ici nous nous focaliserons sur les hotes et
les stratégies de défenses mises en place par ces derniers afin de limiter les colts de

I’infection.

Les stratégies de défense des hotes peuvent étre divisées en deux catégories : la
résistance et la tolérance. La résistance est la stratégie visant a prévenir 1’infection et/ou a
limiter le développement des parasites au sein de 1’hote au travers de mécanismes
comportementaux, morphologiques et/ou immunitaires (Raberg et al. 2009). A I’inverse, la
tolérance n’a pas d’effets directs sur la densité en parasites mais vise a limiter, ou a
compenser, les dégits causés par I’infection en réduisant I’immunopathologie®® (Raberg et al.
2009) ou en compensant la perte de valeur sélective induite par I’infection (e.g. compensation
nutritionnelle, Tripet & Richner 1997, Knutie et al. 2017, compensation de fécondité, Vale &
Little 2012). Dans la suite, nous explorerons des mécanismes de résistance et/ou de tolérance
et nous détaillerons les facteurs susceptibles d’interagir avec ces mécanismes et de moduler

leur efficacité.

2.1. Avant I’établissement de la relation

Le premier moyen de lutter contre le parasitisme est d’éviter I’infection. Dans ce but,
les individus peuvent mettre en place plusieurs stratégies, notamment comportementales, qui
peuvent varier en fonction du type de parasite (e.g. endo- ou ectoparasites, Moore 2002,
Wisenden et al. 2009). Les individus peuvent, par exemple, moduler leur exposition aux
parasites au travers du choix de I’habitat dans lequel ils vont vivre ou se nourrir. Chez les
moutons, en lien avec les infections par les nématodes gastro-intestinaux a transmission oro-
fécale, il a été mis en évidence que les individus préféraient brouter dans des patches d’habitat
moins souillés par des féces et que ce comportement était modulé par leur statut sanitaire : les
animaux déja infectés évitant plus les patches d’habitat contaminés que les animaux non
infectés (Hutchings et al. 1998, 2001, Cooper et al. 2000). Une autre stratégie peut étre de fuir

les habitats contaminés afin de minimiser les probabilités de rencontre avec les parasites. La

* L’immunopathologie représente les dégits tissulaires causés par la réaction immunitaire (voir Chapitre 1,
2.2.2).
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migration a, par exemple, ét€¢ proposée comme une stratégie d’évitement des parasites ayant
une phase environnementale et pouvant survivre et s’accumuler dans 1I’environnement (Altizer
et al. 2011). Chez le renne, I’abondance des mouches (Hypoderma tarandi) responsables de
I’hypodermose des rennes, est ainsi corrélée négativement avec la distance parcourue lors de
la migration saisonnicre depuis les territoires de vélage aux patures d’été (Folstad et al. 1991).
Le comportement social peut également présenter des avantages (e.g. regroupement des
vaches pour faire fuir les mouches), comme des inconvénients en termes de transmission des
parasites (Moore 2002, Altizer et al. 2003). Enfin, les individus peuvent également activement
chasser les parasites qu’ils rencontrent comme les ¢léphants qui chassent les mouches a 1’aide
de branches (Moore 2002) ou les oiseaux qui incluent des végétaux protégeant contre les

parasites dans la construction de leurs nids (e.g. Lafuma et al. 2001).

Si le comportement des hotes est un déterminant important de 1’établissement de la
relation hote-parasite, I’environnement dans lequel évoluent les hdtes peut aussi jouer un role
crucial. Par exemple, la température et I’humidité sont des parametres cruciaux de la
maintenance des parasites ayant une phase environnementale (e.g. les trichostrongylidés, voir
Chapitre 4, 2.4, O’Connor et al. 2006). Ainsi, le climat peut modifier leur dynamique et leur
répartition spatiale en modifiant leur persistance dans 1I’environnement (Morgan & van Dijk
2012, Rose et al. 2015), et donc modifier les probabilités de rencontre entre hotes et parasites.
De la méme maniére, pour les parasites dont la dispersion et la persistance dépendent de
vecteurs ectotermes (e.g. le protozoaire responsable de la malaria Plasmodium sp., vectorisé
par les moustiques), chez qui le milieu interne est a une température proche de celle du milieu
extérieur, le climat peut avoir un rdle décisit (Garamszegi 2011). Les conditions climatiques
sont 1'une des explications aux variations saisonniéres des taux de parasites dans les
populations (Altizer et al. 2006). Le paysage, peut également impacter les probabilités de
rencontre entre hotes et parasites en déterminant la structure spatiale des populations (voir

Chapitres 1, Barrett et al. 2008, McCallum & Dobson 2006).
2.2. Apres I’établissement de la relation

2.2.1. L’immunité

Malgré les mécanismes d’évitement illustrés ci-dessus, les infections parasitaires sont
largement répandues dans les populations sauvages (Dobson et al. 2008, Goater et al. 2013).
Une fois la relation hote-parasite établie, le mécanisme de résistance le plus développé chez
les hotes est leur systéme immunitaire. Le principe de I’immunité réside dans la capacité des

cellules immunitaires a reconnaitre les cellules du « soi » et de les distinguer des cellules du

70



2. Les stratégies de défense contre le parasitisme

«non-soi » (1.e. cellules anormales ou étrangeres, ayant une signature chimique particuliere).
Chez les vertébrés, I’'immunité peut é&tre divisée en deux ensembles de mécanismes
interconnectés : 'immunité innée et I’'immunité acquise (Goater et al. 2013). La principale
caractéristique des voies de 'immunité innée est qu’elles sont aspécifiques, il n’y a pas de
reconnaissance et de ciblage de pathogeénes spécifiques. Elles comprennent par exemple les
barriéres physiques aux pathogénes (e.g. téguments, mucus) et les cellules phagocytaires™.
L’immunité innée existe non seulement chez tous les vertébrés mais également chez tous les
organismes métazoaires. Au contraire ’immunité acquise n’existe que chez les vertébrés
(bien qu’une certaine mémoire immunitaire semble exister chez les invertébrés, voir Goater et
al. 2013) et la réponse immunitaire qu’elle engendre est spécifique d’un pathogene particulier.
Les cellules des voies de I’'immunité acquise participent a la mémoire immunitaire d’un
individu, et la réexposition a un pathogeéne déja préalablement rencontré, engendrera une
réponse immunitaire plus rapide et plus forte que lors de la premiére exposition (Goater et al.

2013).

La réponse immunitaire acquise implique essentiellement trois types de cellules : les
cellules présentatrices d’antigenes (macrophages et cellules dendritiques) qui présentent les
antigénes24 aux lymphocytes T (pour thymus) et B (pour « bone-marrow », moelle osseuse)
qui reconnaissent alors les pathogenes et participent a leur élimination (e.g. lyse cellulaire).
Lors d’une infestation par un parasite, les différentes cellules de la réponse immunitaire
communiquent entre elle a 1’aide de messagers chimiques (e.g. cytokines), se multiplient et
neutralisent les agents infectieux. L’action des cellules immunitaires se divise en deux voies
principales. La premicre est I’immunité cellulaire (Th1) et la seconde est I’immunité humorale
(Th2, voir Figure 9). Dans les deux voies, la premiere étape est 1’intégration des antigeénes par
les cellules présentatrices qui les coupent en petits morceaux (epitopes) qui sont ensuite
présentés aux lymphocytes T CD8 ou CD4 (selon les cas, Figure 9). Une fois la
reconnaissance des antigénes par les lymphocytes T effectuée, ces derniers se clonent et le
nombre de cellules capables de reconnaitre 1’antigene spécifique augmente. Les lymphocytes
T CDS (cytotoxiques, Figure 9) sont a méme de s’attaquer directement aux cellules portant
I’antigéne (cellules pathogenes) et de les éliminer par lyse ou apoptose. Les lymphocytes CD4
se différencient quant a eux en lymphocytes auxiliaires Thl ou Th2, activant ainsi la voie
immunitaire concernée. Ces lymphocytes T auxiliaires produisent alors des cytokines (e.g.

interleukines, TNF, interférons, Figure 9) qui modulent la réponse immunitaire cellulaire ou

> Les cellules phagocytaires sont capables d’ingérer et détruire d’autres cellules (e.g. les bactéries) et les petites
particules qui pénétrent dans 1’organisme.

* Les antigénes sont toutes les molécules étrangéres a un individu et qui peuvent induire une réponse
immunitaire (e.g. protéines produites par un parasite).
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humorale en activant d’autres cellules immunitaires (e.g. macrophages, cellules tueuses
naturelles™, lymphocytes CD8) capables d’¢éliminer les cellules portant ’antigéne reconnu

(Figure 9).

IL-1
IFNy ROl TNE Antibody

Figure 9: Schématisation simplifiée des deux voies immunitaires cellulaire (Lymphocytes T
Thl) et humorale (Lymphocytes T Th2 et B) et des cellules et molécules impliquées dans la

réponse immunitaire (reproduit depuis Goater et al. 2013).

IL : Interleukines, TNF : facteur de nécrose tumorale, NO : oxyde nitrique, ROI : radicaux
contenant de l’oxygene (NO et ROI ont une fonction antimicrobienne), Th : lymphocytes T
auxiliaire, Tc : lymphocytes T cytotoxiques, IFN : interféron, APC : cellules présentatrices
d’antigénes, NK : lymphocytes NK’° (natural killer), B-cells : lymphocytes B, M@:
macrophages, Antibody : anticorps. Les lignes pleines représentent la stimulation des cellules
visées ou la production des molécules désignées alors que les lignes en pointillés représentent

la régulation négative de ces éléments.

** Les macrophages (cellules phagocytaires) et les tueuses naturelles font aussi partie de I’immunité innée. Elles
produisent des cytokines et des éléments chimiques (NO, ROI, Figure 9) permettant I’¢limination de cellules
pathogéniques.

*® Les cellules tueuses naturelles sont des cellules capables de provoquer la lyse ou ’apoptose (mort cellulaire)
d’autres cellules
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La régulation des voies immunitaires se fait aussi de maniere croisée. Par exemple, les
lymphocytes Thl sécrétent des interleukines mais aussi de I’interféron gamma qui réprime
I’activation des lymphocytes Th2 (Figure 9). La réponse immunitaire est un processus
continu, tant que des antigénes sont présents, ils sont présentés aux lymphocytes T qui se
reproduisent. A la fin de la voie Th2, les lymphocytes B produisent des anticorps qui sont des
molécules (e.g. immunoglobines A, E, M) spécifiques d’un épitope et qui, lorsqu’elles se
fixent sur ce dernier, I’inactivent. Un antigéne est compos¢ de plusieurs épitopes et lors de la
réponse immunitaire, les lymphocytes T reconnaissent différents épitopes, induisant, dans la
voie Th2, la production de différents anticorps. Cette diversité d’anticorps permet aux
individus d’avoir un fort potentiel immunitaire : lors d’une future infection par le méme
pathogéne, un certain nombre d’anticorps seront déja présents et préts a neutraliser les
antigénes. La voie (Thl ou Th2) activée dépend du type de pathogene responsable de
I’infection. La réponse Thl semble plutot activée en présence de parasites intracellulaires
alors que la Th2 semble plutdt étre la réponse aux parasites extracellulaires (Cox 2001,
Cizauskas et al. 2014). Cette dichotomie est cependant une vision simpliste de la réponse

immunitaire qui est en fait plus complexe (voir Goater et al. 2013 pour plus de détails).

2.2.2. Le cas particulier des strongles digestifs

Les strongles digestifs sont des nématodes gastro-intestinaux qui peuvent vivre fixés a
la muqueuse digestive ou libres dans la lumiére de ’intestin (voir Chapitre 4, 2.4 pour plus de
détails). Dans le cas des strongyloses digestives, la réponse immunitaire peut induire
différents mécanismes ayant pour but de réduire la densité en parasites au sein de 1’hote. Par
exemple, la liaison des antigénes sécrétés par les Haemonchus contortus avec des mastocytes,
provoque une entrée de liquide dans la lumicre digestive et du périsaltisme intestinal,
permettant le délogement et 1’expulsion de nombreux vers (Tizard 2004). En plus des
mécanismes d’expulsions, la réaction immunitaire peut impacter la fécondité des strongles
(Balic et al. 2000). S’il est peu probable que, d’une mani¢re ou d’une autre, un hote se
débarrasse de tous ses parasites, ces mécanismes permettent toutefois de faire en sorte que les

charges parasitaires n’atteignent pas des niveaux trop couteux en termes de valeur sélective.

Le déclenchement de la réponse immunitaire pour lutter contre les strongyloses induit
de nombreux cotts phénotypiques pour 1’hote. Colditz (2008) les divise en différentes
catégories. Premi¢rement, la mise en place de la réponse immunitaire induit une augmentation
du taux métabolique qui induit un surcoit énergétique. Ensuite, I’immunité semble jouer un
role dans la diminution de la prise alimentaire, provoquant I’anorexie souvent associée a un

fort taux d’infestation parasitaire. La réponse immunitaire induit aussi une perturbation de la
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disponibilité et de I’utilisation des nutriments en circulation par les cellules, pouvant entrainer
des retards de croissance et impacter d’autres traits (e.g. pousse de la laine chez les moutons
domestiques). Cet effet perturbateur de 1’utilisation des nutriments est plus fort lors de la
primo-infection que lors des ré-infestations indiquant que 1’acquisition d’immunité est plus
coliteuse que son expression. Enfin, 'une des sources de cofits les plus importantes de la
réponse immunitaire est I’immunopathologie. Par exemple, I’interleukine 13 (IL-13) tient un
role dans 1’élimination des nématodes gastro-intestinaux mais est aussi responsable de
modifications tissulaires qui peuvent devenir déléteres si le niveau d’IL-13 n’est pas régulé
(e.g. fibrose du foie lors d’infections par des schistosomes (trématodes), voir Graham et al.

2005).

Au travers des différents mécanismes évoqués ici, le systéme immunitaire impose
donc une forte pression de sélection sur les parasites. En s’adaptant et changeant leurs
stratégies (e.g. taux de reproduction tres é€levé, Goater et al. 2013), les parasites exercent
également une forte pression de sélection sur le systeme immunitaire. Cela a par exemple
pour conséquence de maintenir la diversité génétique aux loci impliqués dans I’immunité
(voir Chapitre 2, 2.3.4). La réponse immunitaire peut étre modulée par de nombreux facteurs,
intrinséques ou extrinséques aux individus et sa performance peut étre impactée par ces

facteurs. Dans la suite, nous détaillerons les effets de certains de ces éléments.

2.3. Principaux facteurs déterminants la résistance
2.3.1. La condition corporelle

L’un des éléments les plus déterminants de 1’efficacité de la réponse immunitaire est la
condition corporelle de 1’hdte. Puisque la réponse immunitaire est couteuse en énergie, un
héte en mauvaise condition est attendu pour pouvoir allouer moins d’énergie dans les
mécanismes de défense (Chandra 1996). Ce compromis entre résistance et quantité¢ de
ressources est notamment illustré par la relation négative entre condition corporelle et charge
parasitaire observé chez de nombreux taxons (e.g. chevaux féraux, Debeffe et al. 2016,
chevreuil, Body et al. 2011, ¢élan, Alces alces, Davidson et al. 2015, voir aussi Ezenwa 2004a
pour d’autres espéces). Body et al. (2011) ont également mis en évidence un effet de la
densité en hotes sur la charge parasitaire. Ce lien peut par exemple passer par la limitation en
ressources imposée par une forte densité, réduisant la condition corporelle, ou encore par une
probabilité d’infection accrue (e.g. plus d’excrétion dans I’environnement, plus de contacts
entre les individus, Anderson & May 1978, Arneberg et al. 1998). La condition et le régime

alimentaire de I’hote, conditionnent également la valeur sélective des parasites car, dans un
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hote en bonne condition, plus de ressources a exploiter sont disponibles pour les parasites
(e.g. Bedhomme et al. 2004). Un ¢élément important a noter ici est que la condition corporelle
des hotes dépend de I’environnement dans lequel ils évoluent et aussi de leur patrimoine
génétique (Wilson & Nussey 2010). Ainsi, habitat et génétique peuvent impacter la résistance
et la tolérance (voir aussi Chapitre 2, 2.3.4). Elle peut également dépendre du statut social des

individus si ce dernier conditionne 1’accés aux ressources (Altizer et al. 2003, Ezenwa,

2004b).

2.3.2. Le sexe

Les males et les femelles ne sont pas forcément sensibles de la méme maniére au
parasitisme. Dans de nombreuses espéces de vertébrés, les femelles sont régulierement
observées moins parasitées que les males (e.g. Body et al. 2011, voir Zuk & McKean 1996,
Klein 2004 pour des syntheses bibliographiques). L’une des causes souvent invoquée est
I’interaction entre immunité et hormones, et plus particulicrement, le rdle de la testostérone
comme immunosuppresseur a souvent €té mis en lien avec la charge parasitaire chez les males
(e.g. Zuk & McKean 1996, Klein 2004, Hayward 2013). La testostérone étant, de plus,
souvent liée au développement des caracteéres sexuels secondaires (e.g. les bois chez le cerf,
les cornes chez le mouflon), cela peut induire un colt en termes de résistance chez les males.
C’est pourquoi ces caracteres sont considérés comme un signal honnéte de la qualité dun
individu (théorie de la sélection sexuelle conditionnée par les parasites, Hamilton & Zuk
1982). En effet, un individu capable de développer ces caractéres tout en survivant a un taux
¢levé de testostérone potentiellement immunosuppressive, est supposé avoir « de bons genes

» (Hamilton & Zuk 1982, Ezenwa & Jolles 2008, Hayward 2013, voir aussi Chapitre 11).

Les différences entre males et femelles peuvent également étre expliquée par les
différences de comportement et de compromis évolutifs entre sexes (Hayward 2013). En lien
avec la reproduction par exemple, males et femelles ont souvent des comportements sociaux
et spatiaux différents (e.g. Marchand et al. 2015b, 2017a, Articles 1 et 2) et peuvent donc étre
exposés aux parasites de manieres différentes. Par exemple, si les males sont plus mobiles que
les femelles, ils peuvent, lors de leurs déplacements, rencontrer plus de patches d’habitats et
d’individus susceptibles de leur transmettre des parasites (Altizer et al. 2011, van Schaik &
Kerth 2017). Au sein de chaque sexe, le statut reproducteur peut également étre un facteur
faisant varier la sensibilité face aux parasites. Les femelles gestantes et/ou allaitantes sont, par
exemple, souvent plus parasitées que les femelles non engagées dans la reproduction (e.g.

Festa-Bianchet 1989, Cattadori et al. 2005, Bourgoin et al., in prep).
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2.3.3. L’age

L’age est également I'une des caractéristiques les plus déterminantes de la résistance
face aux parasites car I'immunité varie avec 1’age (Hayward 2013). Les jeunes individus
immunitairement naifs ont une réponse immunitaire moins importante que les adultes (primo-
versus ré-infestations, voir Chapitre 2, 2.2) et sont donc souvent plus parasités que les adultes
qui représentent la classe avec I'immunité la plus efficace. L’immunocompétence décroit
ensuite chez les individus agés (immunosénescence) qui sont alors plus parasités que les
adultes. Ce patron a été observé dans de nombreuses espéces (e.g. chevreuil, Body et al. 2011,
Cheynel et al. 2017, mouton de Soay, Hayward et al. 2009, cerf élaphe, Santin-Duran et al.

2008, voir Hayward 2013 pour les mécanismes immunitaires impliqués).

2.3.4. Les caractéristiques génétiques

Dans le Chapitre 1 (1.2), nous avons évoqué l’existence de corrélations entre la
diversité génétique et la résistance face aux parasites, et nous avons vu que ce lien peut étre
direct lorsque 1’on considéere des marqueurs génétiques liés a D'immunité.
L’immunocompétence est un trait trés polygénique et de nombreux loci sont ainsi liés a la
résistance ou la susceptibilité face aux parasites (e.g. sur le chromosome X, Beraldi et al.
2007, dans le gene de I’interféron gamma, Coltman et al. 2001, Sayers et al. 2005, Luhken et
al. 2011, dans les génes des récepteurs de type Toll, Alim et al. 2016, Lin et al. 2016, voir
aussi Sweeney et al. 2016, Benavides et al. 2016). Une autre région du génome parmi les plus
importantes pour la résistance face aux parasites est le Complexe Majeur d’Histocompatibilité
(CMH, e.g. Bonneaud et al. 2006, Oliver et al. 2009, Sin et al. 2014). Le CMH est un
complexe de genes codant pour les protéines présentes a la surface de toutes les cellules du
« soi », et pour les récepteurs qui sont a la surface des cellules présentatrices d’antigénes (voir
Chapitre 2, 2.2.1, Goater et al. 2013). C’est donc un composant essentiel de I’immunité. Chez
les vertébrés, il se divise en deux sous-unités : le CMH de classe I, produisant des molécules
se liant aux antigénes des parasites intracellulaires, et le CMH de classe II, codant pour des
molécules se liant aux antigeénes d’origines extracellulaires (Goater et al. 2013). Chaque
molécule codée par le CMH peut reconnaitre un ensemble d’antigénes donné (Spurgin &

Richardson 2010).

Le CMH est I'une des régions du génome qui présente la plus grande diversité
génétique (Hedrick 1994) et cela peut étre expliquée par deux hypothéses principales
(Hedrick 1999, Piertney & Oliver 2006) : (i) la sélection sexuelle et (i) la sélection exercée

par les parasites (PMS, « parasite-mediated selection » en anglais). Le lien entre CMH et
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sélection sexuelle peut étre expliqué par le role que peut jouer le CMH dans le choix du
partenaire pour un individu (voir Piertney & Oliver 2006 et références incluses). Cela peut
permettre d’éviter les accouplements entre apparentés et donc de maximiser la diversité
génétique des descendants, mais également de maximiser I’immunocompétence dans la
descendance. En effet, les individus présentant une plus grande diversit¢ au CMH sont
attendus pour reconnaitre un plus large spectre d’antigénes (Doherty & Zinkernagel 1975,
Bernatchez & Landry 2003, Sommer 2005). Si une grande diversité au CMH est donc souvent
percue comme un avantage, il est aujourd’hui aussi reconnu qu’une trop grande diversité peut
avoir des effets déléteres. Chez 1’épinoche (Gasterosteus aculeatus), les individus présentant
un grand nombre d’alleles au CMH ont une charge parasitaire supérieure aux individus
présentant un nombre intermédiaire d’alléles (Kurtz et al. 2004, voir aussi Wegner et al.
2003a,b, Kloch et al. 2010). Cet effet optimal de la diversité intermédiaire semble li¢ au fait
que la présence d’un trop grand nombre d’alléles réduise I’efficacité de la réponse
immunitaire en augmentant la reconnaissance des molécules du «soi» par les cellules

immunitaires et donc I’élimination des lymphocytes T associés (Nowak et al. 1992).

Dans le cadre de la PMS, la grande diversité du CMH est maintenue par de la sélection
balancée qui peut prendre trois formes : (i) ’avantage aux hétérozygotes, (ii) la sélection
fréquence-dépendante (ou avantage aux alleles rares) et (iii) la sélection variable dans le
temps et 1’espace (sélection fluctuante, Hedrick 1999, Hedrick 2002, Spurgin & Richardson
2010). Dans le mécanisme de I’avantage aux hétérozygotes, I’hypothése est que les individus
ayant deux all¢les différents peuvent reconnaitre deux groupes d’antigeénes différents et auront
donc une meilleure valeur sélective que les homozygotes qui ne peuvent en reconnaitre qu’un
(Doherty & Zinkernagel 1975, Hedrick 1999). Par exemple, chez le campagnol roussatre
(Arvicola terrestris), Oliver et al. (2009) ont montré que les hétérozygotes au géne du DRB
(Arte-DRB) étaient infectés par moins d’espeéces de parasites et avaient des charges
parasitaires inférieures a celles des homozygotes (voir aussi Chapitre 10, Article 3). Cet
avantage aux hétérozygotes peut passer par deux mécanismes, la dominance ou la
superdominance (Sommer 2005, Spurgin & Richardson 2010). Si la résistance est codée par
un geéne dominant, alors I’hétérozygote et ’homozygote dominant auront la méme valeur
sélective, et les hétérozygotes auront une meilleure valeur sélective que la valeur sélective

2 . .
moyenne des homozygotes’. Au contraire, dans le cas de la superdominance, les

*7 Imaginons un géne a deux alléles, 4 et a et 4 est dominant sur a et code pour une résistance accrue aux
parasites. Les hétérozygotes Aa auront le phénotype [A4] tout comme les homozygotes 44 et hétérozygotes et
homozygotes A4 auront donc la méme valeur sélective. En revanche les individus de génotype aa (phénotype
[@]) auront une valeur sélective inférieure aux individus [4] et en moyenne les homozygotes (44 + aa) auront
une valeur sélective inférieure a celle des hétérozygotes.
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hétérozygotes auront une meilleure valeur sélective que les deux types d’homozygotes.
L’avantage aux hétérozygotes permet le maintien de la diversité génétique car il favorise la

coexistence de différents alléles.

L’avantage aux all¢les rares (ou fréquence-dépendance négative) repose sur le principe
de coévolution hotes-parasites. L’interaction hote-parasite est durable, et si un génotype est
majoritaire au sein des hotes, alors le parasite est attendu pour y étre adapté. A I'inverse, les
alleles étant présents a faible fréquence dans la population sont supposés apporter un avantage
car les parasites n’auront pas développé d’adaptation a ces derniers (Spurgin & Richardson
2010). La sélection favorisera alors ces alléles rares qui augmenteront en fréquences, les
parasites s’adapteront et I’avantage sera alors déporté sur d’autres alléles. On obtient ainsi un
cycle de variation des fréquences alléliques qui favorise le maintien de la diversité. Enfin, la
s¢lection fluctuante suggere quant a elle que la variabilit¢ temporelle et spatiale des
communautés de parasites et leur abondance fait fluctuer les fréquences alléliques en
induisant des pressions de sélection variables maintenant ainsi la diversité génétique (Spurgin
& Richardson 2010). Les effets de I’avantage aux alleles rares ou de la sélection fluctuante
sur les fréquences alléliques au CMH sont détectés via le lien entre la résistance et des alléles
spécifiques (Spurgin & Richardson 2010). Plusieurs études ont ainsi mis en évidence les
effets de certains alléles sur la résistance, mais aussi sur la susceptibilité, face a certains
parasites (Schwaiger et al. 1995, Paterson et al. 1998, Bonneaud et al. 2006). Par exemple,
chez le campagnol (4rvicola scherman), un alléle du géne DRB est associé positivement a la
présence du nématode Trichuris arvicolae chez les individus le portant alors qu’un autre all¢le

est associé¢ négativement avec la présence de ce parasite (Tollenaere et al. 2008).

Il convient ici de noter que les liens entre diversité génétique au CMH et résistance
sont dépendants du type de parasite et des genes étudiés. En effet, différents types de parasites
peuvent étre impactés par différentes voies immunitaires (e.g. parasites intracellulaires et
extracellulaires impactés par les réponses Th1l ou Th2, respectivement, voir Chapitre 1, 2.2.1),
et les genes (classes I ou II) du CMH peuvent avoir différents liens avec différents types de
parasites (e.g. Cox 2001, Cizauskas et al. 2014, Ezenwa 2016). Cela peut créer des
compromis entre résistance face a certains parasites et sensibilité¢ face a d’autres. Chez les
zébres (Equus quagga), Cizauskas et al. (2014) suggerent, par exemple, que I’expression
d’une forte réponse Th2 liée a DI'infestation par des nématodes gastro-intestinaux est en
compromis avec la réponse Thl nécessaire a la résistance face a une infection microbienne

(anthrax, Bacillus anthracis).
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1. Contexte général

Nous avons jusqu’ici décrit le contexte théorique dans lequel se sont déroulés les
travaux effectués durant cette thése. Etant donnés les roles fondamentaux qu’ont le
parasitisme et la génétique dans le fonctionnement et I’évolution des populations, les étudier
semble de premiere importance, d’un point de vue fondamental comme appliqué. En effet,
plusieurs ¢léments dans le contexte actuel justifient de s’intéresser a la génétique des
populations, a la dynamique parasitaire et au lien existant entre ces deux composantes dans la

faune sauvage.

La faune sauvage évolue aujourd’hui dans un monde dominé par I’Homme, et les
activités anthropiques peuvent avoir de nombreuses conséquences sur les populations
sauvages. Aux vues de I’importance des conditions climatiques sur le développement des
parasites (Chapitre 2), bien connaitre le statut sanitaire des populations et le mettre en lien
avec leur structure peut permettre de mieux anticiper les risques sanitaires dans le contexte
actuel de changements climatiques (Walther et al. 2002, Parmesan 2006). Par ailleurs, en
fragmentant le paysage, en réduisant les habitats disponibles (Farhig 2003), et en manipulant
les populations au travers de prélévements (e.g. Milner-Gulland & Bennett 2003, Myers &
Worm 2003), et d’introductions ou de translocations (e.g. Hedrick et al. 2001a, Biebach &
Keller 2009), 'homme impacte la structure spatiale, la diversité génétique et les flux
d’individus et de génes, au sein, et entre les populations (e.g. Wilson et al. 2015, voir Chapitre
1). Dans les parties précédentes nous avons illustré I’importance de la diversité génétique, et
des flux de génes et d’individus, pour les risques sanitaires et leur prévention. Etudier la
structure génétique des hotes et leurs parasites apparait donc comme particulicrement

important dans ce contexte de modifications anthropiques intenses.

Dans la suite de ce manuscrit, I’espece focale sera le mouflon Méditerranéen (Ovis
gmelini musimon x Ovis sp.) ou Corse (Ovis gmelini musimon var. Corsicana), appartenant au
groupe des ongulés (voir Chapitre 4). L’étude des ongulés est aujourd’hui devenue un point
central en gestion des populations. En effet, dans ce groupe, on retrouve des especes dont les
densités sont en augmentation constante dans diverses régions du globe (e.g. cervidés,
sangliers, Fuller & Gill 2001, Massei et al. 2014), entrant parfois en contact avec la faune
domestique (Gordon et al. 2004, Milner et al 2006), favorisant les échanges de pathogeénes
(Cassirer et al. 2018, Barth et al. 2018). Paradoxalement, c’est également un groupe dans

lequel on retrouve des espéces et populations en danger ou en déclin (e.g. certains ovins,
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Harris & Pletscher 2002, Cahn et al. 2011). Dans un cas comme dans ’autre, les ongulés sont
donc un groupe présentant de forts enjeux de gestion, et en savoir plus sur le fonctionnement
des populations est nécessaire. Ceci a fortiori car on assiste aujourd’hui a la réémergence de
maladies au sein des ongulés, avec des conséquences importantes sur leurs populations, et
éventuellement pour I’Homme (e.g. brucellose chez le bouquetin, Hars et al 2015, tuberculose
chez le sanglier, Richomme et al. 2013). Comprendre les mécanismes sous-jacents a la

résistance face aux pathogenes et a leur transmission est donc primordial.

Si le mouflon Méditerranéen est présent en de nombreux endroits du monde avec des
populations se portant relativement bien, le mouflon Corse présente quant a lui des enjeux de
conservation (voir Chapitres 4 et 5). Par ailleurs, en France continentale, le mouflon fait face
a une réduction drastique de son habitat, ayant des conséquences sur les individus, en termes
de régime alimentaire (Marchand et al. 2013) et de qualité¢ des individus (Garel et al. 2007).
La modification du régime alimentaire vers des espéces ligneuses crée aujourd’hui des
conflits entre Hommes et mouflons, car ils se nourrissent de vignes et de jeunes pousses
d’arbres, ce qui a des conséquences ¢économiques importantes (entre 1991 et 2002, 33 000
euros d’indemnisations versés aux vignerons, Derioz & Grillo 2006). Le mouflon présente
aussi en France un enjeu économique important car il est devenu un animal emblématique (en
Corse ou sur le continent) de certains massifs montagneux et, en France continentale, la
chasse au trophée génére d’importants revenus pour les collectivités locales (voir Chapitre 4,

Derioz & Grillo 2006).

Ce statut particulier du mouflon en France a motivé de nombreux travaux de
recherches et on connait aujourd’hui de nombreux ¢éléments de biologie sur le mouflon (voir
partie II). En effet, en France continentale, la population du Caroux-Espinouse est notamment
trés étudiée depuis les années 1970 pour 1) améliorer les connaissances biologiques de cette
espece, notamment les parameétres démographiques de la population et ’utilisation de I’espace
et des habitats, i1) définir des méthodes de suivi et de gestion des populations et des habitats.
Le fonctionnement génétique et la dynamique parasitaire dans la population restaient a étudier
et c’est ce qui a motivé la réalisation de cette thése. L’essentiel des résultats de ce document
portent sur cette population pour laquelle de nombreuses données étaient disponibles et
d’autres acquises dans le cadre de cette thése. Nous avons également travaillé sur les

populations Corses (bien qu’un peu moins pour le moment) afin d’acquérir des informations
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cruciales pour développer des stratégies de conservation sur cette variété de mouflons

menacée.

Plus précisément, les objectifs des travaux menés ici étaient de comprendre quels
¢léments impactent la structure génétique et spatiale chez le mouflon, de comprendre les liens
entre cette structure spatiale et la transmission des parasites (e.g. les éléments bloquants les
flux de genes des hotes bloquent-ils également les flux de parasites ?), et d’identifier les
¢léments génétiques qui déterminent la résistance face aux parasites. La suite de ce manuscrit
est donc divisée en plusieurs parties. Apreés avoir expos¢ divers éléments sur le modele
biologique et les populations étudiées (Partie II) nous nous intéresserons au fonctionnement
des populations hotes (Partie III). Nous déterminerons quels ¢léments (e.g. histoire
démographique, structure socio-spatiale) déterminent la diversité et la structure génétique des
mouflons (Article 1 et addendum). Nous chercherons également a déterminer quel role joue le
paysage dans le déterminisme des flux de génes (Article 2 et addendum). Ensuite, nous nous
focaliserons sur le fonctionnement des populations de parasites (Partie IV) en étudiant la
structure génétique spatiale des strongles gastro-intestinaux (Chapitre 9) et les déterminant de
la résistance des hotes face aux parasites (Article 3 et addendum). Enfin, dans une dernicre
partie (Partie V), nous synthétiserons les différents résultats obtenus, leurs implications pour

les populations, en termes sanitaires et de gestion, et les perspectives qu’ils ouvrent.

Si le manuscrit est rédigé en francais, les travaux publiés ou en cours de publication

(mentionnés « Articles » dans le texte) seront néanmoins présentés en anglais.
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Chapitre 4
Le mode¢le biologique : Le mouflon (Ovis gmelini musimon)

Le mouflon est un mammifere faisant partie du groupe des Ongulés dont la
caractéristique principale est d’avoir une production cornée autour de la dernic¢re phalange des
4 membres (« sabot »). Il appartient a I"ordre des Artiodactyles, qui regroupe les Ongulés
ayant un nombre pair de doigts (e.g. le sanglier, Sus scrofa, le chevreuil, Capreolus sp.).
Capable de régurgiter le bol alimentaire pour une mastication en plusieurs temps grace a un
estomac compartimenté et ne possédant pas d’incisives sur la machoire supérieure, le mouflon
est un ruminant de la famille des Bovidés (cornes persistantes). Il appartient au genre Ovis

comme tous les ovins sauvages et domestiques (moutons, Ovis aries).

La systématique du genre Ovis, et plus particuliérement celle des Ovis sauvages, a
beaucoup évolué au cours du temps. Elle fait toujours débat et n’est pas encore bien résolue.
La complexité vient du fait que toutes les especes d’Ovis sont inter-fertiles et qu’il existe des
populations hybrides rendant la délimitation d’especes difficile (Catusse et al. 1996). Le plus
ancien fossile de mouflon (Ovis shantungensis) a été retrouvé en Chine et serait agé d’un
million d’années (Rivals 2002). A partir de ce foyer, les Ovis auraient ensuite suivis 2 routes
distinctes au cours du Pléistoceéne (-2.5 Ma a -11 700 ans avant J.C) : (i) en direction de I’ Asie
du Nord-Est jusqu’a I’Amérique du Nord en passant par le détroit de Behring (ii) en direction
de I’Eurasie et jusqu’a I’Europe de I’Ouest (Rezaei et al. 2010). On distingue aujourd’hui

plusieurs grands groupes d’espéces et sous-especes:

o Les Pachycériformes, regroupant les Ovis du continent Américain (Ovis dalli
en Alaska, Ovis canadensis en Amérique du Nord) et d’Asie du Nord-Est (Ovis nivicola)

= Les Argaliformes, avec les Argalis d’Asie centrale (Ovis ammon)

= Les Moufloniformes, regroupant les Urials d’Asie du Sud-Ouest (Ovis vignei),
les mouflons d’Asie occidentale et d’Europe (Ovis gmelini ou Ovis orientalis selon les
auteurs), qui sont les plus petits des Ovis sauvages.

Les mouflons retrouvés aujourd’hui en France et sur les iles Méditerranéennes
(Chypre, Corse, Sardaigne) ne seraient toutefois pas les descendants directs des individus
arrivés lors des premicres vagues de migrations du Pléistoceéne. En effet, si ’homme de
Tautavel (-650 000 a -350 000 ans avant J.-C.) est connu pour avoir chassé¢ ce mouflon
antique (qui était phénotypiquement bien différent des mouflons Européens actuels,
notamment beaucoup plus grand, de la taille d’un cerf ¢élaphe actuel, Poplin 1979), aucune
trace (fossiles, gravures, peintures) plus récente de ces Ovis n’a jamais été retrouvée (ni sur le

continent, ni sur les iles Européennes). Cela tend a indiquer que les populations actuelles de
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mouflons sont issues d’une recolonisation du territoire Européen. Cette recolonisation semble
avoir eu lieu durant la fin du Néolithique (- 6000 ans a — 3950 ans avant J.-C., Poplin 1979,
Vigne 1983, 1988). Les hommes néolithiques, ayant domestiqué des mouflons anatoliens,
sont progressivement arrivés sur les 1les Méditerranéennes (Chypre, Corse et Sardaigne) avec
leurs « moutons primitifs » qui se sont ensuite implantés sur ces iles. C’est cette hypothese du
marronnage depuis des mouflons du Croissant fertile qui fait aujourd’hui consensus pour
expliquer la présence de mouflons en Méditerranée (Poplin 1979, Vigne 1988). Ces mouflons
seraient donc issus d’Ovis gmelini (ou orientalis) domestiqués dans les monts Zagros (Iran,
Rezaei 2007, Chessa et al. 2009). Suivant la révision systématique proposée par Cugnasse en
1994, les mouflons des iles Méditerranéennes sont nommés Ovis gmelini musimon et
représentent 3 variétés différentes : Ovis gmelini musimon var. corsicana (Corse), O.g.m. var.

ophion (Chypre) et O.g.m. var. musimon (Sardaigne).

Le genre Ovis occupe aujourd’hui une treés large aire de répartition mondiale, bien qu’il
soit absent du continent Africain ou réside le « mouflon » a manchette qui n’est pas un Ovis
mais un Ammotragus (Catusse et al. 1996). Nombre des populations que 1’on retrouve
aujourd’hui dans le monde entier ont été formées a partir des populations insulaires (Chypre,
Corse, Sardaigne) au cours du XXeéme siecle (Uloth 1972). Toutes ces populations
néoformées sont cependant considérées comme hybrides, car de nombreux croisements avec
d’autres mouflons de différentes origines ou méme des moutons domestiques ont eu lieux
(Uloth 1972, Cugnasse 1994). La dénomination « mouflon Méditerranéen » et le nom latin
Ovis gmelini musimon x Ovis sp. ont donc été proposés (Cugnasse 1994) pour distinguer ces
populations potentiellement hybrides des populations sources. Dans la suite de ce manuscrit

nous utiliserons la classification proposée par Cugnasse (1994).

On retrouve ainsi du mouflon Méditerranéen sur les iles d’Hawai (Giffin 1979) ou
Canaries (Rodriguez et al. 1988), mais aussi en Patagonie (Frisina & Frisina 1997), dans les
Alpes (Jullien et al. 2009) et le reste de I’Europe (Catusse et al. 1996). On en retrouvait
méme, jusqu’a il y a peu, sur les iles Kerguelen, en Antarctique, ou il avait été introduit avec
succes a partir de 2 individus (Chapuis et al. 1994, Dubray et al. non publi¢). De nombreuses
populations ont aussi été créées en France continentale a des fins cynégétiques. En 2016, on
en dénombrait 87, d’effectifs variables, réparties sur 28 départements (Dubray et al. non

publié).
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2.1. Morphologie

Les mouflons Méditerranéens et Corses sont parmi les plus petits des Ovis sauvages
avec, pour les males, une hauteur au garrot comprise entre 65 et 90 cm et une masse de 30-50
kg, et pour les femelles, une hauteur de 62-78 cm et une masse de 21-38 kg (Dubray et al. non
publié). A quelques rares exceptions pres, les males sont dotés de cornes qui s’enroulent en
poussant (Figure 10). La taille des cornes et du corps sont des caractéres soumis a sélection
sexuelle chez les mouflons d’Amérique et les individus ayant de plus beaux trophées ont un
meilleur succes reproducteur (Coltman et al. 2002). La croissance des cornes est continue tout
au long de la vie des individus et des anneaux de croissance apparaissent périodiquement
(Geist 1966, Lincoln 1998, Toledano-Diaz et al. 2007), permettant, par leur comptabilisation
d’obtenir une estimation assez fiable de 1’age des males. Les femelles peuvent également étre
cornues mais ce n’est pas systématique, et lorsqu’elles sont présentes, les cornes des femelles
mesurent rarement plus de 15 cm et sont souvent dissymétriques (Figure 11, Pfeffer 1967,
Dubray et al. non publié¢). La proportion de femelles cornues varie d’une population a I’autre.
Les populations de mouflons Corses et Méditerranéens présentent des taux de femelles
cornues importants (43% de femelles cornues a Bavella (Corse du sud), 13% a Cinto (Corse
du nord), 18% dans le Caroux-Espinouse (Sud de la France continentale, Maillard et al. 2007,
Marchand 2013, Sanchis 2018, Dubray et al. non publi¢), comparativement aux populations
Sardes, chez qui la présence de cornes chez les femelles est anecdotique, et Chypriotes, chez

qui les femelles sont complétement acéres (Pfeffer & Genest 1969).

© Daniel Maillard

Figure 10: Photographie (© Daniel Maillard) d’un male mouflon Méditerranéen illustrant

l'enroulement des cornes avec l'dge.
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Figure 11: Photographies (© Daniel Maillard) de deux femelles mouflon Meéditerranéen,

['une cornue (a gauche) l'autre non (a droite).

2.2. Utilisation de I’habitat et comportement

Le mouflon est un organisme essentiellement diurne, bien que, lors des étés chauds ou
des périodes de fort dérangement, des individus actifs durant la nuit peuvent étre observés
(Bourgoin et al. 2008, Bourgoin et al. 2011, Marchand et al. 2015a). La sensibilit¢ des
individus a la chaleur (Garel et al. 2004, Bourgoin et al. 2008, Bourgoin et al. 2011) impacte
¢galement la sélection d’habitat (Marchand et al. 2015a). Le mouflon est un animal se
nourrissant préférentiellement d’herbes ou « herbe-like plantes » (graminées et herbacées,
arbustes), mais pouvant varier la composition de son régime alimentaire en fonction de la
saison et de I’habitat dans lequel il évolue. Cette forte plasticité participe a expliquer les
nombreux succes d’introduction obtenus dans des environnements tres différents (voir plus

haut, Marchand et al. 2013).

La sélection d’habitat chez le mouflon est déterminée par un compromis entre
couverture et nourriture (« food/cover trade-off »). Ainsi, la météo, le sexe, le statut de
reproduction et la perception des risques peuvent impacter le choix des individus de rester
dans tel ou tel type d’habitat (Marchand et al. 2015a,b). Chez le mouflon Méditerranéen, et

plus spécifiquement dans la population du Caroux-Espinouse, durant les périodes de forte
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prédation (e.g. période de chasse), les individus favorisent les habitats plus siirs (couverts ou
inaccessibles aux prédateurs et offrant une grande visibilit¢ comme les zones rocheuses) au
détriment de la qualité des ressources dont ils y bénéficient (Marchand et al. 2015b). En
dehors des périodes de risque accru de prédation, les males utilisent majoritairement les
habitats offrant des ressources qualitatives (zones herbeuses sur les plateaux) alors que les
femelles suitées™ continuent d’utiliser des zones sfires (zones rocheuses, zones herbeuses

fortement pentues, Marchand et al. 2015b).

Les domaines vitaux des mouflons s’étendent sur quelques centaines d’hectares (e.g.
dans le Caroux-Espinouse, 201 ha en moyenne pour les femelles et 361 ha en moyenne pour
les males, bien que cela soit variable selon les populations et les saisons, voir Marchand 2013,
Sanchis 2018). Dans le Caroux-Espinouse, ces domaines vitaux sont définis, en partie, en
fonction des structures linéaires anthropiques (e.g. routes, chemins), et naturelles (e.g. lignes
de crétes, fonds de vallées) présentes dans le paysage (Marchand et al. 2017a). Ces barriéres
comportementales peuvent servir de reperes visuels en fonction desquels les individus
peuvent construire leurs cartes cognitives, délimitant ainsi les zones a l'intérieur et a
I’extérieur de leurs domaines vitaux (Marchand et al. 2017a). Les structures linéaires
apparaissent alors reléguées aux bords externes des domaines vitaux et cela peut avoir des
conséquences génétiques (Marchand et al. 2017a, Article 2). Le dérangement a proximité de
ces structures linéaires peut également expliquer cette contrainte spatiale (voir Article 2)
puisque ’on sait qu’il peut avoir de forts impacts sur le comportement des males et des
femelles mouflons Méditerranéens (Martinetto & Cugnasse 2001, Benoist et al. 2013,
Marchand et al. 2014a).

2.3. Structure sociale, spatiale et reproduction

Le mouflon est un animal grégaire (e.g. dans le Caroux-Espinouse, plus de 84% des
animaux observés sont en groupes d’au moins 2 individus, Seigle-Ferrand 2017) présentant
une organisation sociale en fission-fusion. Cela signifie que des groupes se forment, puis se
démantelent pour se regrouper ou créer de nouveaux groupes. C’est un phénomene
dynamique, fluctuant en fonction de plusieurs facteurs. Les individus se regroupent
notamment en fonction de leur sexe. On retrouve donc des groupes de femelles adultes,
accompagnées de leur jeune de I’année (parfois de 1’année précédente), mais aussi des
groupes de males adultes (Bon et al. 1990, 1993a, Le Pendu et al. 1995, Cransac et al. 1998).

Les males se regroupent également en fonction de leur age et les femelles en fonction de leur

28 sz . . . .
Une femelle suitée est une femelle qui s’occupe encore de son jeune agneau qui la suit partout.
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statut de reproduction. L’utilisation de I’habitat, les conditions climatiques (en lien par
exemple avec la taille des individus), les préférences sociales, le rythme journalier des
activités et les prérequis nutritionnels jouent également un rdle prépondérant dans la
formation et la composition des groupes (Le Pendu et al. 1995, Ruckstuhl 2007, Seigle-
Ferrand 2017, Bourgoin et al. 2018) qui ont une taille variable (Le Pendu et al. 1995, Benoist
et al. 2013, Dubray et al. non publi¢). Les males et les femelles sont donc dans des groupes
séparés tout au long de ’année mais se retrouvent pendant le rut (octobre-décembre, Bon et
al. 1993b) durant lequel les males vont d’un groupe de femelles a I’autre afin de se reproduire,
formant ainsi des groupes mixtes instables (Bon & Campan, 1989, Bon et al. 1992, Cransac et

al. 1998, Dubois et al. 1993, 1996, Le Pendu et al. 1996, Bourgoin et al. 2018).

Apres le rut, la gestation se fait de janvier a mars (148-159 jours), puis la mise-bas
s’¢tale entre fin mars et début juin selon les populations (Bon et al. 1993b, Garel et al. 2005a,
Dubray et al. non publi¢). La maturité sexuelle est atteinte a différents ages selon les
populations. Pour les femelles, cela peut étre durant la premiére année de vie (e.g. dans les
Bauges et le Vercors) ou a partir d’1,5 an (e.g. dans le Caroux-Espinouse, Garel et al. 2005a).
En Corse, seulement 36 a 59% des femelles d’1,5 an sont suitées alors que 90% sont gestantes
a cet age-la au Caroux-Espinouse (Garel et al. 2005a) indiquant un age de premicre
reproduction plus tardif pour les mouflons Corses et/ou une mortalit¢ importante chez les
juvéniles. Pour les males, bien qu’ils puissent a priori étre sexuellement matures a partir de 2
ans (e.g. chez le mouflon d’Amérique, Hogg & Forbes 1997, Festa-Bianchet 2012), seuls les
males de 3 ans ou plus ont été observés en activité de reproduction au Caroux-Espinouse (Bon
et al. 1992, 1995a). Dans les populations ancestrales de Corse, Chypre et Sardaigne, les
naissances de jumeaux sont extrémement rares (Dubray 1988 in Garel et al. 2005a) mais le
taux de gémellité est plus élevé dans d’autres populations (e.g. 2.5% dans la population du
Caroux-Espinouse et jusqu’a 36% dans I’ancienne population des Kerguelen, Boussés &
Réale 1998, Garel et al. 2005a). Une origine génétique a ces proportions a été€ proposée (voir
Garel et al. 2005a) bien qu’il semble que cela dépende également de la disponibilité en

ressources (Garel M, communication personnelle).

Le systéme d’appariement est trés peu connu chez le mouflon Méditerranéen et Corse,
et bien qu’il ait été décrit comme de la promiscuité (i.e. les males s’accouplent avec plusieurs
femelles et vice versa sans qu’il y est de sélection de partenaire, Bon et al. 1992, 1995a), il
peut s’apparenter a de la polygynie, comme ce qui est observé chez d’autres especes d’ Ovis
sauvages (e.g. mouflons de Dall, Geist 1971, mouflons d’Amérique, Jarman 1983, Hogg

1987). Chez le mouflon d’Amérique, chez qui le systéme d’appariement a été largement plus
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¢tudié, différentes stratégies de reproductions existent. La prédominante chez les males
adultes semble étre le « tending » (i.e. lorsqu’un male garde la femelle avec laquelle il s’est
accouplé, I’empéchant de s’accoupler avec d’autres males, Hogg 1984, Pelletier 2005). Les
deux autres stratégies décrites sont le « coursing » (i.e. lorsqu’un male combat le male qui est
en train de faire du «tending » sur une femelle qu’il convoite) et le « blocking » (i.e.
lorsqu’un male bloque la femelle qu’il convoite et la séquestre spatialement dans une zone ou
trées peu d’autres males peuvent accéder). Ces deux stratégies sont moins fréquemment
employées que le «tending » et concernent essentiellement les jeunes males (Hogg 1984,
Pelletier 2005). Les males faisant du « tending » sont les males dominants, les plus agés, les
plus gros et ayant les plus grandes cornes. Ils ont un meilleur succes reproducteur que les
males faisant du « coursing » (Hogg & Forbes 1997, Coltman et al. 2002, Pelletier & Festa-
Bianchet 2006, Martin et al. 2013). Le «tending » favorise donc 1’acces a la reproduction

pour quelques males dominants, tirant le systéme d’appariement vers la polygynie.

Le mouflon est un animal aux capacités de dispersion limitées (Geist 1971, Gross et al.
2000, Dubois et al. 1994, Worley et al. 2004). Les femelles montrent une philopatrie tres
marquée qui structure spatialement et génétiquement les populations (Festa-Bianchet 1991,
Dubois et al. 1992, 1994, Maublanc et al. 1994, Petit et al. 1997, Dupuis et al. 2002, Martins
et al. 2002, Coltman et al. 2003a, Article 1). Les males ont quant & eux un comportement
spatial plus relaché, moins impacté par les barriéres comportementales, et ce, surtout durant la
période de reproduction (Dubois et al. 1993, 1996, Marchand et al. 2017a, Articles 1 et 2). Il
semblerait que ce soit eux qui assurent la majorit¢ des flux de geénes via des excursions de
reproduction (i.e. mouvement temporaire en dehors de leur domaine vital, Marchand et al.
données non publiées, Article 1) car peu de dispersion natale a été observée (Dubois et al.
1993, 1996, King and Brooks 2003). Les males peuvent également étre fideles a leur site de
rut (Dupuis et al. 2002, Martins et al. 2002). Du fait de ces faibles capacités de dispersion et
des limitations comportementales liées au paysage (voir ci-dessus), les populations espacées
de quelques dizaines de kilometres peuvent rapidement étre isolées les unes des autres

(comme c’est le cas des différentes populations francaises, e.g. Partie III, Chapitre 7,

Addendum 3).

2.4. Le parasitisme intestinal chez le mouflon

Les mouflons peuvent contracter diverses maladies bactériennes (e.g. brucellose,
chlamydiose, salmonellose, kerato-conjonctivite, tuberculose), virales (e.g. rage, ficvre
aphteuse) et parasitaires (strongyloses pulmonaire et digestive, coccidiose, petites et grandes

douves, Cockenpot 2013, Gibert 2018). Les infections parasitaires sont les plus communes car
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la quasi-totalité des individus sont parasités (Gibert 2018). Ils portent des parasites externes
(e.g. poux, tiques) mais aussi des parasites internes, notamment des parasites de I’appareil
digestif (strongles, coccidies, douves, cestodes). En Europe occidentale, la plupart des
parasites digestifs rencontrés chez le mouflon sont les strongles (nématodes) et les coccidies
(protozoaires). Ces parasites peuvent occuper différents endroits de I’appareil digestif tels que
I’abomasum (estomac), I’intestin gréle, le colon ou le caecum et, selon les especes, ils peuvent
vivre libre dans la lumiére de I’intestin, fixés a la muqueuse ou encore dans les cellules de la

mugqueuse (coccidies, Taylor et al. 2015).

Les strongles digestifs les plus fréquents chez les ongulés de montagne, tel que le
mouflon, sont les trichostrongylidés (e.g. Teladorsagia sp., Trichostrongylus sp.,
Haemonchus sp., Ostertagia sp., Morgan & van Dijk 2012, Maerten 2014, Cockenpot 2013).
Les trichostrongylidés sont des organismes ayant un cycle monoxene (un seul héte), avec une
phase de vie libre dans I’environnement (Figure 12), dont la durée varie en fonction de
I’espece et des conditions climatiques (température et humidité notamment, O’Connor et al.
2006). Les adultes parasitant les hotes pondent des ceufs qui sont excrétés dans
I’environnement avec les feces. Ces ceufs éclosent et les larves de stades 1 a 3 évoluent dans
I’environnement. Le stade larvaire 3 (L3) est le stade infestant, la larve est alors engainée dans
une exuvie lui procurant une meilleure résistance dans I’environnement (pouvant parfois, pour
certaines especes, survivre ainsi a la période hivernale en dehors des hoétes, Sutherland &
Scott 2010, Taylor et al. 2015). Les larves L3, une fois ingérées, évoluent en larves de stade 4
puis en adultes immature puis mature, dans le tube digestif. Si dans I’environnement les larves
L3 sont exposées a des conditions défavorables (e.g. baisse des températures), elles pourront
alors rentrer en hypobiose dans I’hdte apres leur ingestion (arrét du développement larvaire,
Sutherland & Scott 2010, Taylor et al. 2015). Cet état végétatif leur permet de persister dans
I’organisme de I’hote, en vie ralentie et protégées du systéme immunitaire. Par exemple, dans
les régions tempérées, I’hypobiose est maximale pendant I’hiver et la sortie d’hypobiose se
fait au printemps, induisant une augmentation brutale des taux de parasites (« spring-rise »,
Taylor 1935) qui peuvent avoir de fortes conséquences pour les individus qui sont déja
affaiblis au sortir du jeline hivernal. Sous nos latitudes, pour le mouflon, cela coincide en plus
avec la mise bas et la lactation, qui causent elles-mémes de fortes dépenses énergétiques et
donc un affaiblissement du systéme immunitaire, a 1’origine d’une augmentation encore plus
forte de I’excrétion en ceufs de parasites (« periparturient-rise », Gibbs 1986, voir aussi Festa-

Bianchet 1989, Houdjik 2008, Bourgoin et al. in prep).
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Figure 12: Cycle de vie des trichostrongylidés (Euzéby 1963).

Les coccidies digestives les plus souvent retrouvées chez les ongulés de montagne
appartiennent quant a elles au genre Eimeria et colonisent les cellules de la muqueuse
intestinale (Taylor et al. 2015). Leur cycle de vie est également monoxeéne avec une phase
dans I’environnement. Les adultes ont une reproduction sexuée dans I’hote qui excréte alors
des ookystes non sporulés qui deviennent infestant dans 1’environnement suite a la sporogonie
(divisions du zygote, Figure 13). Les ookystes sporulés ont une grande résistance dans

I’environnement (plusieurs mois a un an, Chartier & Paraud 2012).

La pathogénicité des parasites dépend de leur abondance au sein de 1’hote et de leur
mode de nutrition. Bien que la mortalit¢ due uniquement a la présence de parasites soit faible,
les parasitoses peuvent avoir des conséquences sur la valeur sélective des individus (voir
Chapitre 2). Les strongles digestifs peuvent étre hématophages, chymivores (i.e. consommant
le chyme qui est composée du bol alimentaire partiellement digéré accompagné d’eau et de
sucs gastriques) ou histophages (i.e. se nourrissant de tissus de 1’hdte) causant ainsi
possiblement des anémies, des amaigrissements et des retards de croissance par spoliation
d’énergie ou encore des dommages tissulaires (Euzéby 1963, Sutherland & Scott 2010, Taylor
et al. 2015). Les Eimeria peuvent quant a elles causer des diarrhées aboutissant a des
déshydratations séveres et de I’anorexie, notamment chez les jeunes, augmentant les risques

de mortalité (Taylor et al. 2015).
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Figure 13: Cycle de vie des coccidies du genre Eimeria (modifié depuis Taylor et al. 2015)
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1.1. Le massif du Caroux-Espinouse : situation, climat, habitat

Le massif du Caroux-Espinouse (43°38°N, 2°58’E, Hérault, 34), constituant la pointe
sud du massif central (Figure 14) fait partie du parc Naturel Régional du Haut Languedoc. Il
s’étend sur une superficie de 17 000 ha ou I’altitude varie de 150 a 1124 m (point culminant :
le sommet de I’Espinouse, Figure 14). Cette zone de moyenne montagne est caractérisée par
de nombreux plateaux (souvent situés a une altitude supérieure a 900m) et de grandes vallées
(Figure 14, Baudiere, 1970). Au centre de ce massif, une Réserve Nationale de Chasse et de
Faune Sauvage (RNCFS) de 1658 ha, crée en 1973 (Massol 1991) est gérée par 1’Office
National des Foréts (ONF) et 1I’Office National de la Chasse et de la Faune Sauvage
(ONCEFS).

Saint-Genies-de-Varensal
Saint-Gervais-
sur-Mare

e by Castanet-le-Haut

Salvergues

B

y . : - Colombiéres
0 1 2km sur-Orb Le Poujol sur-Orb

Saint-julien b
E Mons-la-Trivalle Saint-Martin-de-'Argon

Figure 14: Massif du Caroux-Espinouse (Hérault). Reproduit depuis Marchand (2013).

1 = Vallée de 1’Orb, 2 = Sommet de I’Espinouse, 3 = Vallée de la Mare, 4 = Vallée du
Vialais, 5 = Vallée de Caissenols, 6 = Vallée du Pas de la Lauze, 7 = Gorges de
Colombieres, 8 = Gorges d’Héric. Les plateaux sont désignés par des lettre : A = Plateau du
Caroux, B = Plateaux de Cambon et Salvergues, C = Plo des Brus, D = Plo de Flamboyau.
Contour rouge = RNCFS du Caroux-Espinouse.

Le massif du Caroux-Espinouse (CE) recoit I’influence a la fois, des régimes
climatiques océanique et montagnard, induisant de fortes précipitations en automne et hiver

avec des hivers froids (voir Marchand 2013 pour plus de détails), et d’un régime
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Méditerranéen induisant des étés chauds et secs (Baudiére 1962, Garel et al. 2004). Les vents
du Nord et Nord-Ouest et les entrées maritimes du Sud et du Sud-Est, a¢rent le massif du CE
tout au long de ’année (voir Marchand 2013 pour les détails). Au contraire, les chutes de

neige sont plutdt limitées sur le massif (Garel 2006).

D’un point de vue habitat, la végétation présente dans le CE est déterminée par les
reliefs et le climat. Une cartographie précise des habitats de 9280 ha du massif du CE réalisée
en 2008 a révélé une tres forte proportion (environ 60%) de milieux fermés (foréts de résineux
et/ou de feuillus) alors que les milieux ouverts (landes, cultures et autres zones herbeuses) ne
représentaient que 27% (Tronchot 2008). Le reste du territoire est essentiellement occupé par
des sols nus ou presque (végétation claire ou nulle, routes, zones rocheuses). Cette
cartographie a également confirmé que la fermeture de 1’habitat dans le massif (et au sein de
la RNCFS), mise en évidence grace a une cartographie précédente étudiant 1’évolution de la
végétation sur le massif entre 1955 et 1992 (Bousquel 1999), se poursuivait (Figure 15). Pres
de 30% de milieux ouverts ont ainsi été¢ perdus entre 1955 et 2005, et les milieux fermés
(zones forestieres essentiellement) ont été multipliés par trois (Bousquel 1999, Tronchot
2008). Cette régression des zones ouvertes est expliquée par I’intense déprise agricole dont a
été victime le CE a partir des années 1900 (Bousquel 1999, Dérioz et Grillo 2006), et des
plantations forestieres qui ont eu lieu dans les années 1950, dans le cadre du FFN (Fond

Forestier National, Bousquel 1999, CRPF Languedoc-Roussillon 2001).

Abandonné des agriculteurs et éleveurs et étant aujourd’hui faiblement peuplé
(Bousquel 1999, Marchand 2013), le massif du Caroux-Espinouse est toutefois apprécié des
touristes et autres amateurs de montagne locaux qui s’adonnent a de nombreuses activités
dans le massif (randonnée, escalade, cueillette de champignons, chasse...). Si ’on compte
pres de 200 000 visiteurs annuels dans le massif (Martinetto et al. 1998, Dérioz & Grillo
2006), les activités humaines sont cependant treés réglementées au sein de la RNCFS. Les
randonnées y sont autorisées mais limitées a quelques parcours balisés (Marchand et al.
2014b) et la chasse y est interdite, alors qu’elle est autorisée en dehors de ses limites dans le
massif (Garel et al. 2007). Dans la RNCFS, I’ONCFS se charge de la gestion et de
I’amélioration des connaissances sur la faune sauvage, et ’ONF s’occupe de la gestion
forestiere. Les deux établissements sont aussi en charge d’assurer la surveillance et de faire

respecter la réglementation.
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Figure 15: Evolution des classes d'habitats ouverts, fermés ou en cours de fermeture entre

1955 et 2005 dans le massif du Caroux-Espinouse. Reproduit depuis Tronchot 2008.

1l est a noter que les cartes 1955-1992 et 2005 ne viennent pas de la méme cartographie

(Bousquel 1999 et Tronchot 2008).

1.2. La population de mouflons Méditerranéens du Caroux-Espinouse

Le massif du CE abrite 'une des plus grandes (Cugnasse 1997b) populations
Européennes de mouflons Méditerranéens (Ovis gmelini musimon x Ovis sp.). On y trouve
aussi des chevreuils, Capreolus capreolus, et des sangliers, Sus scrofa, mais en densités bien

moins importantes que les mouflons (Cugnasse et al. 1987, Bourgoin et al. 2018).

La population de mouflons Méditerranéens du Caroux-Espinouse est issue du lacher de
19 individus originaires de diverses populations Francaises et Tchécoslovaques dans la
RNCEFS entre 1956 et 1960 (Tableau 1, Figure 17, Cugnasse 1990, Garel et al. 2005b). Huit
individus originaires de la population de Cadarache (Encadré 3) ont été lachés au nord (Pas de
la Lauze) et au sud (Chavardés) de la réserve (Tableau /, Figure 16A, Cugnasse & Houssin
1993). En provenance du domaine national de Chambord (Encadré 3), ce sont 6 individus qui
ont été lachés au centre de la réserve, sur « la piste des trappes » (dénomination vernaculaire
actuelle car dans ce secteur, de nombreuses trappes servant aux captures sont installées,

Figure 16A). Enfin, 5 individus issus de ’ex-Tchécoslovaquie (Encadré 3) ont également été
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relachés dans la RNCFS, au Pas de la Lauze. Le succes d’implantation de ces 5 derniers
individus a cependant souvent été remis en cause du fait du fort stress certainement engendré
par le trajet entre la Tchécoslovaquie et le Caroux (trés long a une époque ou le « bien-&tre »
animal n’était pas une considération premicre), auquel s’ajoutent les différences d’habitat
entre leur pays d’origine et le CE (J. M. Cugnasse, pers. comm.). Depuis son introduction, la
population a largement dépassé les limites de la RNCFS (Figure 16B) et a atteint un effectif
total de plus de 2500 individus occupant aujourd’hui presque 20 000 ha.

3 S
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Figure 16: A) Carte de la Réserve Nationale de Chasse et de Faune Sauvage du Caroux-
Espinouse. B) Aire de répartition de la population de mouflons Méditerranéens dans le massif

du Caroux-Espinouse en 2007 (zone grisée, bordures oranges).

Les bordures de la RNCFS du CE sont tracées en noir. En rouge : les sites de lachers
historiques, en jaune : les trappes et filets tombants servant a la capture. L’échelle de gris

indique [’altitude dans le massif (en métres).

Tableau 1: Date, origine, site (voir aussi Figure 164), sexe et nombre des individus
fondateurs lachés dans la Réserve Nationale de Chasse et de Faune Sauvage du Caroux-

Espinouse (Cugnasse & Houssin 1993).

Date de lacher Origine des individus Site de lacher Individus lachés

Réserve Nationale de Cadarache

12 mars 1956 (France)

Pas de la Lauze 20et2Q

Réserve Nationale de Cadarache

15 février 1959 (France)

Chavardés 20 et2Q

02 mars 1960 Ancienne Tchécoslovaquie Pas de la Lauze 3det2Q

Domaine National de Chambord

23 octobre 1960 (France)

Piste des trappes 3det3Q
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Encadré 3 : Historique des populations sources

) Cadarache (Bouches-du-Rhone, 13, France) : La population de I’enclos de Cadarache

semble avoir été fondée entre 1935 et 1949 a partir de 3 agneaux (2 males et 1 femelles) issus de la
population Corse de Bavella (Dubray 1988) a I’époque ou I’Ecole des gardes-chasse occupait le
territoire.

- Chambord (Loir-et-Cher, 41, France) : La population de Chambord fut quant a elle

formée en 1949 a partir d’individus aux origines multiples, notamment issus de Corse, de parcs
zoologiques, du Jardin des Plantes de Paris, des Bauges et de ce que I’on appelait alors la
Tchécoslovaquie (Dubray 1988, Montgelard et al. 1994, Corti et al. 2011, Figure 17). L’origine
précise des individus Tchécoslovaques et du Jardin des Plantes est inconnue.

= Ex-Tchécoslovaquie : Les individus de la population Tchécoslovaque dont étaient

issus les individus lachés dans le CE sont probablement issus du croisement entre mouflons de

Sardaigne et autres souches de moutons et mouflons (Dubray 2010b).

‘ Ménagerie du Jardin des Plantes (75) | — ?
[ ]

—ﬂ Parc zoologique de Vincennes {75) H Parcs zoologiques Allemands }—-
} Parc zoologique de Cléres (76) ‘
Tchécoslovaquie F
\ 2
_y‘ R.N. de Chambord (41) : ? | Sardaigne
A
1
I 1 Bavella (2A) ‘
1
| R.N. des Bauges (73/74) |
__>I—) Enclos de Lavaldens (38) ‘
v
‘ Enclos O.N.F. de Cadarache {13) ‘

Caroux-Espinouse (34)

A

Enclos de Ventejols (PN, Cévennes —48)

Figure 17: Origine des populations souches de mouflons Meéditerranéens. Reproduit et

modifié d'apres Corti et al. 201 1.

Comme la prédation naturelle est limitée aux juvéniles qui sont ponctuellement
prédatés par les chiens errants, Canis lupus familiaris, les renards, Vulpes vulpes, et les aigles
royaux, Aquila chrysaetos (Marchand 2013), un plan de chasse est en place depuis 1973, afin
de réguler les effectifs et I’expansion géographique de la population (Garel et al. 2005b, 2007,

Figure 18). Au cours des derni¢res années, environ 500 individus (équitablement répartis
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entre males et femelles) ont été¢ prélevés annuellement (Figure 18). La présence du loup,
Canis lupus, a néanmoins été récemment détectée (depuis 2014) dans le massif, mais jamais
plus d’un individu a la fois n’a été observé (piéges photographiques). Bien qu’il semble que
les mouflons aient détecté sa présence, puisque des effets sur la structure sociale (Seigle-
Ferrand 2017) et les taux de captures (Itty Christian, Pers. Comm.) ont été observés, on peut
tout de méme supposer que cette espece n’a pas (encore) un réel impact démographique sur la

population de mouflons.
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Figure 18: Evolution du plan de chasse et de sa réalisation pour les mouflons du Caroux-
Espinouse entre 1973 (mise en place) et 2016. Source données : Tableaux de chasse

départementaux grand ongulés ONCFS.

Les prélévements des individus males sont souvent motivés par la recherche de
trophées et, depuis 1982, un Groupement d’Intéréts Environnemental et Cynégétique (GIEC)
gere le prélévement des males via une chasse a DI’approche encadrée par des guides
déterminant quel individu peut étre prélevé (Garel et al. 2007). Pour les femelles et les jeunes,
des battues avec chiens courants sont organisées (Garel et al. 2007). La période de chasse
s’é¢tend de septembre a février et ne concerne que I’extérieur de la réserve. Cette activité

cynégétique a d’importantes retombées pour 1’économie locale (Cugnasse 1995, Derioz &
Grillo 2006).

La population de mouflons Méditerranéens du CE présente une forte ressemblance
phénotypique avec le mouflon de Corse (Pfeffer & Genest 1969). Les trophées des males du
CE présentent notamment des caractéristiques typiques des mouflons Corses en termes

d’écartement, d’envergure et de diametre de la courbure des cornes, bien qu’une baisse de la

107



Chapitre 5
Les sites d’études

qualité des trophées ait été détectée en lien avec les prélevements longtemps orientés sur les
beaux trophées (Garel et al. 2007). La population du CE présente également un taux de
femelles cornues (Figure 11) plus important que les autres populations continentales (Pfeffer
1967, Pfeffer & Genest 1969), une caractéristique que I’on retrouve également dans les
populations Corses (voir Chapitre 4, 2.1). En effet, on retrouve actuellement 18% de femelles
cornues dans la population du CE (Marchand 2013) mais historiquement, cette proportion
¢tait bien plus importante (60% au sein de la RNCFS, Pfeffer & Genest 1969) et a diminué au
cours du temps en conséquence de la chasse sélective (Garel 2006). Du fait de ces
ressemblances fortes avec les populations Corse, et surtout avec celle de Bavella, la
population du CE est souvent considérée comme la population descendante du mouflon Corse
la moins « polluée génétiquement » (comprendre, la moins impactée phénotypiquement par le
brassage génétique qui a eu lieu avec d’autres mouflons et moutons). Cela explique d’ailleurs
pourquoi elle a été utilisée comme réservoir pour la création de nouvelles populations a

travers le continent (Cugnasse & Houssin 1993, Dubray 2010a).

2.1. Bavella et Cinto : situation, climat, habitat

Deux populations de mouflons Corses subsistent aujourd’hui sur I’ile de beauté, 1’'une
au Nord, dans le département de la Haute-Corse (2B) aux alentours d’Asco dans le massif du
Monte Cinto et I’autre au Sud, dans le département de Corse-du-Sud (2A), aux alentours de
Quenza, dans le massif de Bavella (Figure 19). Trois Réserves de Chasse et de Faune Sauvage
(RCFS) sont englobées dans I’aire de répartition de la population de mouflons de Cinto, et, a

Bavella ce sont deux RCFS que I’on retrouve (Figure 19).
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Figure 19: Répartition géographique des mouflons Corses et des réserves de chasses et de

faune sauvage en Corse. Au nord, la population de Cinto, au sud celle de Bavella. Reproduit

depuis Sanchis 2018.

Ces zones sont caractérisées par un relief important. Le massif du Cinto comporte de
nombreux hauts sommets tels que le Monte Cinto (2706 m), le Capu Ciuntrone (2656 m) ou
encore le Monte Padru (2390) qui forment de trés longues lignes de crétes et vallées et
représentent d’immenses barricres rocailleuses. Le massif de Bavella, caractérisé par la
présence d’aiguilles (les aiguilles de Bavella) qui donnent au col du méme nom un aspect
déchiquetg, atteint au point culminant (Monte Incudine) une altitude de 2134 m. D’un point
de vue climatique, la Corse est baignée par deux types climatiques. Un climat Méditerranéen,
avec des hivers doux et des étés tres secs et chauds dans les zones d’altitude comprise entre

600 et 1200m, et un climat a tonalité alpine avec des hivers rigoureux, un manteau neigeux
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qui peut €tre important, et des variations saisonni€res et quotidiennes de températures

importantes, dans les zones d’altitude supérieure a 1200 m (Simi 1964).

2.2. Les populations de mouflons Corses

Les populations de Bavella et Cinto sont les deux seules populations de mouflons
persistant en Corse de nos jours. Les individus de ces deux populations sont donc les derniers
représentants d’Ovis gmelini musimon var. corsicana. Bien que I’on sache que ces
populations sont issues du marronnage de mouflons anatoliens (voir Chapitre 4), on ne
connait pas encore précisément I’histoire de ces populations. Par exemple, on ne sait pas si
elles sont issues d’'un méme événement d’introduction ou de deux éveénements indépendants,
ni si elles ont été formées par les mémes individus fondateurs. L’étude de Guerrini et al. en
2015 a révelé la présence d’haplotypes communs entre les 2 populations suggérant une
origine commune, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette
hypothése (voir Partie III, Chapitre 7, Addendum 2). Des travaux menés pendant cette thése
au niveau nucléaire ont également révélé une tres forte différenciation génétique entre les 2
populations (voir Partie III, Chapitre 7, Addendum 3), en accord avec les différences
phénotypiques entre les 2 populations observées sur le terrain, notamment au niveau des

trophées (Maudet & Dubray 2002, Maillard et al. 2007, Sanchis 2018, voir Chapitre 4, 2.1).

Le mouflon Corse est un animal emblématique du territoire mais y est menacé et des
mesures législatives ont ét¢ mises en place pour éviter de menacer cette variété par
introgression. Depuis 1989, les préfets ont notamment interdiction formelle de signer une
autorisation de transport de mouflons vivants a destination de la Corse (Dubray 2010a). Par
ailleurs, son statut juridique le classe dans les annexes II et IV des directives Européennes
« Habitats-Faune-Flore », dans 1’annexe III de la convention de Berne et jusqu’en 2017, dans
I’annexe II de la convention de Washington (CITES, Convention on International Trade of
Endangered Species). L’International Union for Conservation of Nature (IUCN) le classait
¢galement dans les populations vulnérables, au moins jusqu’en 2013 (Marchand 2013) et le
comité¢ [UCN France le classe encore comme espece vulnérable (IUCN France et al. 2017).
Etant donné sa vulnérabilité, il a également fait 1’objet d’un programme Européen LIFE
(L’Instrument Financier pour I’Environnement) entre 2003 et 2007 (Rieu 2007). En France, le
mouflon Corse est toujours classé comme espéce de gibier mais le plan de chasse obligatoire
fixe le nombre de mouflons pouvant étre abattus a zéro depuis 1953. Sa protection a 1’échelle
nationale repose donc uniquement sur ce plan de chasse nul mais son statut est actuellement
en cours de révision, un dossier ayant ét¢ déposé auprés du ministére de la Transition

écologique et solidaire afin de le classer en espéce protégée (Sanchis 2018).

110



2. En Corse

Les dernieres estimations d’effectifs des populations Corses remontent a 2009, et a
cette époque, la population de Cinto comptait au moins 900 individus (Dubray et al. non
publi¢) occupant 55 000 ha (dont 7000 ha sont classés en RCFS, voir Figure 19, Sanchis
2018). La population de Bavella comptait quant a elle probablement moins de 400 mouflons
(Dubray et al. non publi¢) occupant une zone de 29 800 ha (dont 2 588 ha sont classés en
RCFS, voir Figure 19, Sanchis 2018). Les effectifs et la distribution spatiale du mouflon en
Corse sont stables et n’évoluent pas ou trés peu depuis de nombreuses années. Une
augmentation de seulement 0.6% des effectifs a été recensée a Cinto depuis 1989 (Rieu 2007)
s’accompagnant d’un accroissement spatial de seulement 7.3 km? entre 1977 et 2004 (et de
2.5 km? a Bavella). Le taux de femelles suitées du mouflon Corse est nettement inférieur a ce
que I’on peut observer sur le continent (40% a Cinto et 25% a Bavella contre 40-90% sur le
continent, Rieu 2007, Ciuti et al. 2009). Cette stagnation peut étre expliquée par les
différentes menaces qui pésent sur le mouflon Corse. La faible disponibilité en ressources,
inhérente au milieu Méditerranéen et accentuée par le réchauffement climatique, 1’élevage de
bovins, les incendies, ainsi que le braconnage et les dérangements occasionnés par les
activités humaines dans les massifs, peuvent constituer des limitations a I’expansion des
populations de cette espece ayant un faible potentiel de colonisation de nouveaux territoires
(Dubray & Roux 1990, Rieu 2007, Dubray et al. non publié¢). Les infections par des
pathogenes (issus des animaux sauvages ou domestiques) et la prédation sont également des
menaces pour le mouflon Corse, méme si ce ne sont pas les principales (Rieu 2007, Gibert

2018, Dubray et al. non publi¢).

Il semblerait que les effectifs observés aujourd’hui soient nettement inférieurs a ce
qu’ils fussent par le passé puisqu’un dénombrement réalis¢ en 1826 sur demande du Roi
Charles X aurait révélé la présence de 2244 mouflons sur I’ile (Dunoyer de Noirmont 1982 in
Cugnasse, 1993). Bien qu’il faille considérer cette estimation avec prudence du fait du
manque d’informations sur le protocole mis en place a cette époque pour I’estimation
d’effectifs de populations sauvages, cette diminution d’effectif fait écho avec ce que rapporte
Pfeffer en 1967. 1 fait en effet état de moins de 100 individus présents a Bavella en 1964
(avant des pertes supplémentaires possibles dues a un incendie) et de 40-60 animaux
dénombrés a Cinto par les gardes des Eaux-et-Foréts (Pfeffer 1967). 1l semblerait donc que les
populations de mouflons Corses aient subi un important goulot d’étranglement, probablement
des suites de prélévements excessifs (braconnage, chasse) et d’une forte compétition pastorale
(Corti et al. 2011, Dubray et al. non publi¢). L’interdiction de la chasse et la création de
réserves de faune sauvages ont ainsi permis d’éviter I’extinction de la variété Corse. Afin de
favoriser 1’expansion des populations et de créer de nouveaux noyaux de populations, le
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mouflon Corse a été 1’objet d’un projet LIFE de réintroduction (Cugnasse 1997a, 2000). Des
élevages en enclos ont ainsi été réalisés dans les 2 populations. A Asco, cela n’a
malheureusement pas rencontré le succés escompté, mais, I’enclos de Quenza, dans la région
de Bavella, a quant a lui permis la création d’un stock d’individus captifs (44 individus en

2018) et des relachés sont prévus dans le massif de Bavella en 2018-2019.
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Grace a D’expertise scientifique des personnels de ’ONCFS et leurs collaborations
avec les gestionnaires locaux (GIEC, ONF, Fédérations Départementales des Chasseurs, Parcs
Naturels Régionaux), plusieurs laboratoires de recherche du Centre National de la Recherche
Scientifique (CNRS) et 1’école vétérinaire de Lyon (VetAgro Sup), de conséquentes et
précieuses données ont pu é&tre acquises et analysées pour obtenir de nombreuses

connaissances sur le mouflon (voir Chapitre 4).

Chaque année depuis 1974, de mai a juillet, des captures de mouflons ont lieu dans la
population du Caroux-Espinouse a 1’aide d’enclos ou cages-pieges et de filets tombants, les
individus étant appatés avec des pierres a sel (Cugnasse 1982, Dubray 1993, voir Figure 16A
pour les positions des pieges dans la RNCFS). En Corse, des captures se font également dans

la population de Cinto, au sein de la RCFS d'Asco (Figure 19) depuis 2011, de janvier a mars.

Une fois les individus capturés, de nombreuses mesures et prélévements sont réalisés
afin d’estimer 1’age des individus (grace aux cornes des males et aux dents des femelles de
moins de 4 ans, Ryder 1983), d’évaluer leur condition corporelle en mesurant masse et
longueur des métatarses, la qualité des trophées (diverses mesures), 1’état sanitaire
(prélevement de feéces, comptage des tiques, prises de sang), et enfin de les génotyper
(prélevement de poils). Ces mémes types de données sont relevés sur les individus abattus a la
chasse dans I’ensemble du massif du Caroux-Espinouse grice a la collaboration entre

I’ONCEFS, le GIEC et ’ONF.

Les animaux capturés sont également marqués a 1’aide de boucles auriculaires et de
colliers a bandes colorées et lettrées, portant un code unique, permettant des ré-observations
visuelles lorsque les agents de terrains (toutes institutions confondues) vont dans les massifs.
Dans le Caroux-Espinouse, ces observations visuelles sont géolocalisées par les agents de
terrain qui estiment a 1’aide d’un systéme de carroyage (division de la zone d’étude en carrés
de 125m x 125m) la position des individus qu’ils observent. Depuis plusieurs années, une
partie des animaux capturés est également équipée de colliers VHF et plus récemment (depuis
2003 dans le Caroux-Espinouse, Garel 2006, et depuis 2011 a Cinto, Sanchis 2018) de colliers
GPS.

Toutes ces données récoltées ont permis et permettent encore (comme au travers de
cette theése) d’améliorer nos connaissances sur le fonctionnement des populations de
mouflons, comme le comportement alimentaire (Cransac et al. 1997a, Marchand et al. 2013),
les caractéristiques du cycle de reproduction (Bon et al. 1992, 1993b, 1995a, Garel et al.
2005a), les patrons d’activités (Bourgoin et al. 2008, 2011), la sélection d’habitat et les
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patrons spatiaux (Dubois et al., 1992, 1993, 1994, Bon et al. 1995b, Dubois et al. 1996,
Cransac et al. 1997c, Le Pendu et al. 1996, Cransac et al. 1998, Cazau et al. 2011, Martins et
al. 2002, Marchand et al. 2015a, 2015b, 2017), la dynamique de population (Cransac et al.
1997b, Garel et al. 2004, 2007, Marchand et al. 2014b), 1’organisation sociale (Bon et al.
1993a, Le Pendu et al. 1995, 2000, Cransac et al. 1998, Bourgoin et al. 2018), ou encore les
impacts des activités humaines sur le comportement des animaux (Cugnasse 1997d, Cugnasse
et al. 1997, Martinetto et al. 1998, Martinetto & Cugnasse 2001, Maublanc et al. 1992,
Benoist et al. 2013, Marchand et al. 2014a).

Grace aux poils et aux feces prélevés dans les différents massifs, des génotypages ont
permis ’application d’approches de génétique des populations et de génétique du paysage
(Petit et al. 1997, Articles 1 et 2 et leurs addendum). Ces échantillons d’ADN ont également
servi a réaliser du séquengage sur de I’ADN mitochondrial permettant de retracer la
phylogéographie des populations (Addendum 2 de I’Article 1). Enfin, ces échantillons
d’ADN, conjointement aux prélévements sanitaires, notamment de feéces, ont permis
d’amorcer le travail sur le parasitisme chez le mouflon en s’intéressant au déterminisme

génétique de la résistance face aux parasites (Article 3).
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PARTIE I1I :
STRUCTURE GENETIQUE SPATIALE ET IMPACTS DU
PAYSAGE SUR LES FLUX DE GENES
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Avant-propos

Forts des données génétiques et géographiques disponibles décrites ci-dessus, nous
avons pu mener les études nous permettant de remplir le premier objectif de cette these, c’est-
a-dire identifier les éléments structurant spatialement et génétiquement les populations de
mouflons. Nos travaux se sont divisés en plusieurs étapes détaillées au long de cette partie.
Dans un premier temps, nous avons cherché a savoir si la structure génétique de la population
de mouflons du Caroux-Espinouse était déterminée par la structure socio-spatiale, 1’histoire
d’introduction, les deux ou aucun des deux (Chapitre 7, Article 1 et Addendum 1 et 2). Nous
nous sommes ensuite intéressés aux populations Corses et avons caractérisé leurs structures
génétiques spatiales et cherché a identifier quels ¢léments pouvaient étre structurants
(Chapitre 7, Addendum 3) dans ces populations qui €voluent a une échelle spatiale bien
supérieure a celle du Caroux-Espinouse (= 31 fois supérieure pour Cinto et 18 fois supérieure
pour Bavella, voir Chapitre 5). Dans un second temps, nous avons cherché a mesurer 1’impact
du paysage sur les flux de génes dans les populations du Caroux-Espinouse et de Cinto (les
données disponibles ne permettant pas de mener les mémes études pour la population de
Bavella). Plus spécifiquement, nous avons caractérisé la perméabilité aux flux de génes de
différents éléments du paysage (catégories d’habitats et structures linéaires, Chapitre 8,

Article 2 et Addendum).
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Chapitre 7
Structure génétique spatiale

Abstract. Fine-scale spatial genetic structure of populations results from social and spatial
behaviors of individuals such as sex-biased dispersal and philopatry. However, the
demographic history of a given population can override such socio-spatial factors in shaping
genetic variability when bottlenecks or founder events occurred in the population. Here, we
investigated whether socio-spatial organization determines the fine-scale genetic structure for
both sexes in a Mediterranean mouflon (Ovis gmelini musimon % Ovis sp.) population in
southern France 60 years after its introduction. Based on multilocus genotypes at 16 loci of
microsatellite DNA (n=230 individuals), we identified three genetic groups for females and
two for males, and concurrently defined the same number of socio-spatial units using both
GPS-collared individuals (n=121) and visual re-sightings of marked individuals (n=378). The
socio-spatial and genetic structures did not match, indicating that the former was not the main
driver of the latter for both sexes. Beyond this structural mismatch, we found significant, yet
low, genetic differentiation among female socio-spatial groups, and no genetic differentiation
in males, with this suggesting female philopatry and male-biased gene flow respectively.
Despite spatial disconnection, females from the north of the study area were genetically closer
to females from the south, as indicated by the spatial analysis of the genetic variability, and
this pattern was in accordance with the common genetic origin of their founders. To conclude,
more than 14 generations later, genetic signatures of first introduction are not only still
detectable among females, but they also represent the main factor shaping their present-time

genetic structure.

Keywords. Socio-spatial organization, Introduction, Large herbivores, Spatial genetic

structure, Ovis
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1.1. Introduction

In the wild, individuals are not randomly distributed across the landscape, leading to various
levels of spatial structure among and within populations (Sugg et al. 1996; Hedrick 2011).
Spatial structure may result from environmental constraints (e.g. patchy environment or
presence of barriers, Epps et al. 2005), social organization (e.g. family groups or philopatry,
Perrin et al. 1993; Storz 1999; Hazlitt et al. 2004) and demographic history (e.g.
introductions, Biebach & Keller 2009; Simpson et al. 2013). Depending on the behavioral
characteristics of a species (e.g. philopatry, dispersal, migration), such a spatial structure can
play an important role in determining gene flow, and consequently the genetic structure of a
population (Slatkin 1987). Among other benefits, gene flow often contribute to maintain
genetic diversity and heterozygosity in populations (Garant et al. 2007, Segelbacher et al.
2010; Ri¢anova et al. 2011), which in turn limit inbreeding depression (Keller & Waller
2002) and preserve both immunocompetence (MacDougall-Shackleton et al. 2005; Kloch et
al. 2013) and adaptability of populations to changing environments (Frankham et al. 2004).
Investigating gene flow is therefore of considerable interest for conservation and management
perspectives, especially in the current context of climate change and habitat fragmentation

(Wasserman et al. 2012).

Studying the genetic structure is particularly suitable in (re)introduced populations
since (re)introductions and translocations can have long-term impacts on the genetic makeup
of populations. They generally involve only a limited number of individuals thus retaining
only a subset of the total genetic diversity of the source population, the occurrence of a strong
genetic bottleneck being a likely event (Hedrick et al. 2001a; Biebach & Keller 2009).
Nevertheless, a different origin of the founder individuals may genetically impact descendants
for many generations (e.g. Latch & Rhodes 2005; Biebach & Keller 2009). Many studies have
focused on the genetic consequences of introduction history (e.g. Stephen et al. 2005, Biebach
& Keller 2009, Barbanera et al. 2015) but the genetic consequences of (re)introductions and
translocations remain difficult to study at the intrapopulation level due to several existing
confounding factors (gene flow between translocated and other populations, unknown
translocation history and founder genotypes, Mock et al. 2004). However, since these
processes represent the main tools within current conservation and management strategies
(see Latch & Rhodes 2005; Armstrong & Seddon 2008; Batson et al. 2015), there is an
essential need to assess the long-term impacts of these strategies on the genetic structure of

populations.
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The fine-scale spatial genetic structure of gregarious species is also strongly
influenced by their social structures (Storz 1999; Coltman et al. 2003; Hazlitt et al. 2004).
When individuals reproduce within social groups, the genetic differentiation among groups
increases due to genetic drift (Storz 1999). Concurrently, relatedness and inbreeding increase
within groups and a socio-spatial genetic sub-structuring of the population consequently
appears. In mammals in which males are more prone to disperse than philopatric females
(Greenwood 1980), female behavior is thus expected to determine the spatial genetic structure
of the population. There is often a stronger genetic structure in females than in males because
of increased relatedness among spatially close individuals (e.g., for wild boars Sus scrofa,
Podgorski et al. 2014). Although socially-mediated fine-scale spatial genetic structure has
been well characterized in various mammalian societies that exhibit stable social bonds (e.g.
Hazlitt et al. 2004 in brush-tailed rock-wallabies Petrogale penicillata, Stadele et al. 2015 in
hamadryas baboons Papio hamadryas), studies are still scarce on species where group
structure can be quite loose and characterized by fission-fusion dynamics, such as the large
herbivores (but see Coltman et al. 2003 for Soay sheep Ovis aries, Archie et al. 2008 for

African elephants Loxodonta africana).

To date, only a few studies have investigated the influence of the location of historic
release sites on the current spatial genetic structure at the intrapopulation level (but see
Simpson et al. 2013) and, to our knowledge, almost none concurrently assessed the relative
contribution of the social-spatial structure and the translocation history of the population. We
tried to achieve this challenging task by studying an isolated Mediterranean mouflon (Ovis
gmelini musimon*Qvis sp.) population in the Caroux-Espinouse massif (southern France) 60
years after 19 founder individuals of diverse origins were introduced. Ungulates are especially
well-suited for such a task as most of their populations were (re)introduced worldwide during
the last century (e.g. Ovis canadensis mexicana, Hedrick et al. 2001a; Alpine ibex Capra ibex
ibex, Biebach & Keller 2009). Furthermore, these include social species with philopatric
females composing matrilineal groups (e.g. wild boars Sus scrofa, Poteaux et al. 2009,
Podgorski et al. 2014). Based on genetic data from 16 microsatellite loci combined with
intensive visual and GPS monitoring of marked individuals, we thus aimed at disentangling
the relative impacts of past introduction and socio-spatial structure on the fine-scale genetic

structure of the population.

In the studied population, females are philopatric and establish their home range on
their birth range (Dubois et al., 1992, 1994, Dupuis et al. 2002). Regarding males, several

forms of philopatry were previously observed. In relation to natal dispersal, dispersers and
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sedentary males (faithful to their birth range) have been observed (see Dubois et al. 1993,
1996, King & Brooks 2003). Concerning reproductive dispersal, philopatric and unfaithful
males have also been observed (Dubois et al. 1993, 1996). Additionally, individual
movements and home ranges appeared to be strongly influenced by various natural and
anthropogenic linear landscape features acting as behavioral barriers (Marchand et al. 2017a).
We expected these behavioral characteristics to lead to a strong socio-spatial structure (see
Martins et al. 2002; Garel et al. 2007), determining in turn the genetic structure of the
population. In addition, we expected both structures to be sex-specific due to the different use
of space between males and females (Marchand et al. 2015b, 2017a) and the reproductive
dispersal by males during the rutting period. Finally, the combination of marked socio-spatial
structure and geographic isolation of the population may magnify the historical genetic
signature of introductions and be favorable to the maintenance of a genetic footprint (e.g. in

red squirrels Sciurus vulgaris, Simpson et al. 2013).

1.2. Material and Methods
1.2.1. Study population, species and data collection

Data were collected in a National Hunting and Wildlife Reserve (1,658 ha, 532-1,124m above
sea level) in the Caroux-Espinouse massif (43°38’N, 2°58’E, 17,000 ha, 130-1,124 m a.s.l.,
southern France, Figure 20). This low mountain area is characterized by deep valleys
indenting plateaux and creating a mosaic of ridges and thalwegs (Marchand et al. 2017a).
Vegetation within the wildlife reserve is an irregular mosaic of beech, chestnut, and
coniferous forests with open areas dominated by rocky slopes and broom and heather
moorlands (Marchand et al. 2015b). Human activities are strictly regulated in the wildlife
reserve: hunting is forbidden and recreational activities are restricted to hiking on a few main

trails (Marchand et al. 2014a).

Ewes of Mediterranean mouflon are commonly viewed as monotocous (twinning rate
<3%) and sexually mature from 1.5 years of age (Garel et al. 2005b). Births occur from late
March to early June (Bon ef al. 1993a). Although probably sexually mature at 2 years (see
Festa-Bianchet 2012 in bighorn sheep), only rams three or more years old have been observed
in rutting activities (Bon et al. 1992; 1995a). Mating system is expected to be polygynous
with a few large males achieving most of the mating (see Geist 1971 for Dall’s sheep Ovis
dalli; see Jarman 1983; Hogg 1987 for Bighorn sheep Ovis canadensis). Females seem to be
philopatric (Dubois et al. 1992, 1994; Maublanc et al. 1994; Dupuis et al. 2002; Martins et al.
2002) while males might tend to disperse as they get older (King & Brooks 2003), although
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sedentary males have also been observed in this population (see Dubois et al. 1996). Mature
males and females segregate most of the year but less during the rut as males join females to
reproduce (Bon & Campan 1989; Bon et al. 1992; Dubois et al. 1993; Le Pendu et al. 1996;
Cransac et al. 1998). Faithfulness of males to their rutting site was also observed in this

population (Dupuis ef al. 2002; Martins et al. 2002).

The population of mouflon in the Caroux-Espinouse massif originally grew from 19
Mediterranean mouflon released in the wildlife reserve between 1956 and 1960 (Tableau 2,
Figure 20, Cugnasse 1990; Garel et al. 2005b). Since 1973, there has been hunting in
surrounding unprotected areas from the beginning of September to the end of February (Garel
et al. 2007) with approximately 500 mouflons of both sexes being harvested each year during
the last decade. The population has been monitored by capture-mark-recapture since 1974.
Mouflons were captured each year during spring using individual or collective traps and
dropping nets baited with salt (Figure 20). Animals were marked with a numbered/colored
collar; biometric measurements and hair samples were taken. Marked animals were visually
monitored year-round and spatially located on a map virtually divided into 125x125m
squares. Since 2006, some individuals have also been equipped with GPS collars (Lotek
33008, revision 2; Lotek Engineering Inc., Carp, ON, Canada). GPS collars recorded animal
locations using two different schedules: one recording locations intensively every 20 minutes
during a restricted number of 48-hour periods and one recording locations continuously every
2 hours (see Marchand ef al. 2014b, 2015b for more details). All captures, handling, sampling
and collaring were done according to the appropriate national laws for animal welfare and
procedures were approved by the pertinent administration. The nearest mouflon population is
situated at 50km away from the Caroux-Espinouse massif and a highway is separating the two
areas. Accordingly with dispersal abilities of Mediterranean mouflon (see e.g. Dubois et al.
1996) and the impacts of anthropogenic linear landscape features on individual movements
(Marchand et al. 2017a), the Caroux-Espinouse population is isolated and no natural gene

flow could arise from other mouflon populations.
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Tableau 2: Origin, year, site (see localizations on Figure 20), sex and number of founder

individuals released in the National Fauna Reserve of Caroux-Espinouse massif (from

Cugnasse & Houssin 1993 as cited in Garel 2006).

Year Origin Site of release Released individuals
1956 France (Cadarache National Reserve)  Pas de la Lauze 29 248
1959 France (Cadarache National Reserve)  Chavardés 29 248
1960 The former Czechoslovakia Pas de la Lauze 39 248
1960 France (Chambord National Domain)  Piste des trappes 39 38
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Figure 20: Map of the traps and sites of release in the Caroux-Espinouse massif, southern

France.

The black line indicates the boundaries of the national fauna reserve, yellow points represent
the traps of capture, red points represent the sites of release of founder individuals (see also
Tableau 2), red lines represent hiking trails, orange lines represent tracks and purple lines
are the main roads crossing the study area. The gray scale indicates elevation in the massif

(in meters) and green (uncolored) zones are closed/forested (open) areas.

1.2.2. Microsatellite genotyping

We used 262 hair samples from individuals trapped within a time period (2010-2014) that is
short in comparison to the mouflon generation period (4.21 years, Hamel et al. 2016),
preventing us from the existence of any temporal genetic structure. Analyses were performed

on individuals of both sexes having a fixed home range (in theory no longer expected to
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disperse), i.e. females two or more years old and males four or more years old (e.g. Dubois et

al. 1992, 1993; Dupuis et al. 2002).

Genotyping was performed by the Antagene laboratory (Limonest, France,
www.antagene.com). DNA extraction from hairs was performed on plates of 96 extraction
columns (Nucleospin 96 Tissue, Macherey-Nagel) in the presence of negative and positive
extraction controls. The samples were lysed overnight at 56°C (according to manufacturer)
and then DNA was purified and isolated using purification columns and vacuum filtration.
DNA was then eluted to obtain one tube of 140uL concentrated at 20-100 ng/ul and stored in
numbered 96-tubes plates in a freezer at -20°C. For each DNA sample, 16 microsatellite
markers (see Appendix 1.7.1, Tableau 7) and two markers for sex identification (Amelogenin
and ZFXY) were amplified by three multiplex polymerase chain reactions (PCR) and
analyzed with an automated sequencer in two migrations. Each PCR reaction was performed
in a 8 pl final volume containing 4 pl of mastermix Taq Polymerase (Type-It, Qiagen),
respectively 0.76, 0.38 and 0.58 ul of a pool of 8, 5 and 6 pairs of primers (for each of the
three multiplex) at a concentration of 0.06 to 0.8 uM and 20 ng of genomic DNA to be
amplified. One primer of each pair carried a fluorescent dye label. PCR amplifications were
conducted in 96-well microplates in dedicated post-PCR area with negative air pressure
allowing permanent air recycling using a T Gradient thermal cycler (Biometra) and consisted
of an initial denaturing step (95°C, 5 min) followed by 35 cycles of denaturation (95°C, 30s),
annealing (58°C, Imin30s) and extension (72°C, 30s); cycles were followed by a final
extension (60°C, 30min). PCR products were resolved on a capillary sequencer ABI PRISM
3130 XL (Applied Biosystems) with formamide (denaturing conditions) and an internal size
marker (600 Liz, Applied Biosystems). Migration conditions and genotypes of control
samples were systematically checked. The electropherograms were analyzed using
GENEMAPPER software (Applied Biosytems/Life Technologies) and analyzed
independently by two analysts to determine the allele sizes for each marker of each individual.
Reading errors were resolved and ambiguous results were considered as missing data. Using
such reading process, genotyping error rates were estimated to be < 2% in our data set
(Queney et al., unpublished data). Individuals were genotyped between one and four times to

obtain at least 13 markers with no missing data.

1.2.3. Genotyping errors

MICROCHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) was used to detect null alleles. A
Correspondence Analysis (CA) was performed to identify and exclude outlier individuals.

Data were checked for the presence of twin genotypes using the matching option in GenAlex
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v.6.501 (Peakall & Smouse 2006; 2012). When detected, one of the two twin genotypes was

randomly deleted to prevent bias in subsequent analyses.

1.2.4. Genetic structure of the population

We performed sex-specific analyses (genetic and spatial), as different genetic and socio-
spatial structures between the sexes were expected due to (1) their different utilization of
space (Marchand et al. 2015b, 2017a), (2) the segregation of males and females most of the
year (Cransac et al. 1998), and (3) the philopatric behavior of females and much more mobile

behavior of males (Dubois et al. 1992, 1993, 1996; Dupuis et al. 2002).

We first used a DAPC (Discriminant Analysis of Principal Component, library
adegenet of R software, Jombart et al. 2010, Jombart 2008) to identify the most probable
number of genetic clusters (K) in our population and assign each individual to a given cluster.
K was determined by sequentially running a K-means algorithm with increasing values of K.
We used K ranging from 1 to 20 clusters and 1,000,000,000 iterations with 1,000 different
starting values for each run of the algorithm. The clustering solutions were compared using
the Bayesian Information Criterion (BIC). The optimal number of clusters was the one
minimizing the BIC or, for competing solutions, the first one for which there was a marked
break with the preceding BIC values. Once the optimal number of clusters had been
identified, we used a cross validation procedure (iterated 10,000 times) to keep the optimal
number of Principal Components (PCs) in the DAPC. The DAPC itself was then applied,
performing first a Principal Component Analysis (PCA) on individual genotypes and then a
Discriminant Analysis (DA) on principal components to assign each individual to a cluster
with membership probabilities. We retained the minimal number of discriminant functions in
order to maximize the total genetic variance explained. Genetic clustering reliability was
assessed by looking at re-assignment successes and proportions of individuals having

membership probabilities lower than 0.80 for each genetic cluster.

In complement to the DAPC, we used a sPCA (Spatial Principal Component Analysis,
library adegenet, Jombart et al. 2008), to compare the spatially explicit patterns of genetic
variability in our population with the socio-spatial structure and spatial locations of founder
events. The sPCA takes into account the spatial autocorrelation of allelic frequencies between
neighbors (measured by Moran’s index, I, Moran 1948; 1950) and the genetic variability to
describe the spatial genetic structure of the population. It maximizes the product of
individuals’ genetic variance and Moran’s I. Permutation tests (n = 9,999) proposed by

Jombart et al. (2008) were performed to assess the significance of the local and global spatial
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structures. The connection network was set using the inverse of the Euclidean pairwise
distances between individuals. Animals were spatially assigned to the geographical
coordinates of the arithmetic center of the trap/net where they were trapped. To compute trap
arithmetic centers, we combined the visual resightings (n = 5,291) of 378 marked animals
(304 adult females and 74 adult males) collected from 1990 to 2015 and GPS locations (n =
448 615) of 121 additional animals (81 females and 40 males) fitted with GPS collars from
2006 to 2016 and all having a fixed home range. Data from animals fitted with GPS were
randomly sub-sampled to distribute evenly the number of GPS locations and visual
resightings in the dataset. This step was performed to avoid an over-sampling of a very local
zone over the study area which may artificially bias the cluster analysis. We retrieved an
average number of 20 locations for GPS females and males, both being in the order of
magnitude of the average number of visual resightings per individual (females: 15.7 + 16.6
(SD), males: 9.7 £ 8.9). Visual resightings had the advantage of providing rough spatial
behavior from a large number of animals. Conversely, GPS data provided an intense and
accurate monitoring (£ 24.5m; Marchand et al. 2015b) representative of habitats and time
periods with very low (or null) visual detection probability (e.g. forested areas, nighttime) but
concerned a more restricted number of individuals. We pooled both data sets to compute for
each trap the arithmetic center of locations of all animals caught in that trap. A random spatial
noise of a few meters using a uniform distribution was introduced to avoid getting duplicate

coordinates for animals trapped at the same trap.

1.2.5. Socio-spatial structure of the population

We defined the socio-spatial units (groups of individuals living together) present in the
population (Martins et al. 2002, Garel et al. 2007) by using spatial data and arithmetic centers
of traps (see above) to create groups of traps capturing individuals with a shared home range.
This procedure (see Garel et al. 2007 for a similar approach in this population and Appendix
1.7.2 for a reliability assessment of such an approach) allowed us to assign all genotyped
animals (including the 22.8% having no visual resightings or GPS locations) to a given socio-
spatial unit depending on where they were trapped. Only traps having at least 30 locations
(both visual resightings and GPS locations) were considered in the analyses (median number
of locations by trap and 2.5% and 97.5% quantiles for females: 263 [38-1150]9so; for males:
75 [40-270]9s0,). We then performed a hierarchical cluster analysis (with unweighted pair
group method of aggregation) based on the dissimilarities among arithmetic centers
(Euclidean distances) to identify relevant trap clusters. The number of socio-spatial units

selected by hierarchical clustering was set to be equal to the number of genetic clusters so we
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could assess if the genetic structure matched the socio-spatial structure. Once the socio-spatial
units were defined, each genotyped individual was assigned to one of them based on its last
trap of capture. Finally, we computed the proportion of individuals from each socio-spatial
unit assigned to the same genetic cluster to assess the extent to which socio-spatial units and

genetic clusters match.

1.2.6. Basic population genetics

Allele frequencies, number of alleles per locus (Na), allelic richness (A4r, calculated using the
rarefaction method (El Moussadik & Petit 1996) to avoid bias due to variable sample sizes
among different socio-spatial units, and expected heterozygosity (He sensu Nei’s gene
diversity, Nei 1973) were determined within each socio-spatial unit for both sexes using
FSTAT v.2.9.3.2 software (Goudet 1995; 2001). Observed heterozygosity was determined
using R software, package hierfstat (Goudet & Jombart 2015). Departures from Hardy-
Weinberg Equilibrium (HWE) for each locus were tested using 10,000 randomizations in
FSTAT. Similarly, Fis values per locus and socio-spatial units were calculated and their
significance levels as compared to zero were assessed by randomizations of alleles among
individuals within socio-spatial units. Linkage disequilibrium was examined for all possible
pairs of loci with exact G-tests in FSTAT. P-values were adjusted for multiple comparisons

using the Bonferroni procedure when necessary (Bonferroni 1936).

We computed global and pairwise Fst values (theta estimator, Weir & Cockerham
1984) using FSTAT to measure the genetic differentiation in the population and between all
possible pairs of socio-spatial units. Significance levels of global Fst were assessed by exact-
G tests assuming random mating within samples, with 10,000 permutations. Significance
levels of pairwise Fist values were assessed using permutations and p-values were adjusted for

multiple comparisons using the Bonferroni procedure (Bonferroni 1936).

1.2.7. Measurement of history footprint on the current population

We tested for the occurrence of recent bottlenecks (less than 15 generations ago,
founder events) using the approach implemented in Bottleneck v.1.2.02 software (Cornuet &
Luikart 1996; Piry et al.1999) (within each socio-spatial unit when relevant). When a
population has faced a bottleneck, He is expected to be larger than expected heterozygosity
under migration-drift equilibrium (/,,) and a heterozygosity excess is detectable (Piry et
al.1999). Following the recommendations of Piry et al. (1999) for microsatellite datasets of
less than 20 loci, we used the one-step stepwise mutation (SMM) and the two phase (TPM)

models of evolution. The TPM was parameterized with a variance among multiple steps of
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12, 95% single step mutations and 5% multi-step mutations. We performed 1,000 iterations
and used Wilcoxon’s signed rank test to assess the occurrence of heterozygote excess.
Assumptions of sampling in a random mating and isolated population were respected (see
Results).

All analyses involving R packages were conducted with R 3.2.1 (R core team, 2016).

1.3. Results
1.3.1. Genetic data

Among the genotyped samples, 237 individuals with fixed home range and known socio-
spatial unit had at least 13 successfully genotyped markers. Two outliers and 5 pairs of twins
were identified among these individuals. Data on the 230 remaining individuals (69 males and
161 females) were considered in subsequent analyses and were assigned to a socio-spatial unit
(see below). Comparison of the observed genotypes with the distribution of randomized
genotypes generated with the program MICROCHECKER revealed that there were no null

alleles in the data set.

1.3.2. Genetic clustering

The DAPC revealed 3 or 4 genetic clusters for females (Figure 21; Appendix 1.7.3, Figure
24). In the following we kept K = 3 because the break in BIC values occurred between 2 and
3 clusters and K = 3 was the only clustering solution with non-overlapping clusters (Figure
21). Cross validation procedures led us to keep the 10 first components of the PCA in
subsequent DAPC. We then retained the two first discriminant functions of the DA which
explained 50.7% of the total variance in the genetic data. Assignation successes within
clusters were very high (98%, 96% and 100% for clusters 1, 2 and 3 respectively) and
proportions of females assigned to a genetic cluster with membership probability inferior to
0.80 were relatively low (15%, 12% and 10% for clusters 1, 2 and 3 respectively) meaning

that the occurrence of 3 genetic clusters was well supported by the data.

For males, the optimal number of genetic clusters was K = 2 (Figure 21, Appendix
1.7.3, Figure 25). We kept the first 10 PCs in the male DAPC and the first discriminant
component of the DA which explained 58.3% of the total variance. Assignation success in
each cluster reached 1 and membership probabilities were higher than 0.80 for all the males.

Therefore 3 genetic groups for females and 2 for males were identified in the population.
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Figure 21: Genetic proximity among the 161 Mediterranean mouflon females and 69 males

from the Caroux-Espinouse area obtained by discriminant analysis of principal component

(DAPC).

For females (left), 3 genetic clusters and their 95% inertia ellipses are shown by different
colors. Dots represent individuals while the number of discriminant analysis (DA)
eigenvalues retained in the DAPC (number of axis) is shown at the bottom. For males (right),
the 2 genetic clusters obtained are shown by different colors and the tick marks are

individuals.

1.3.3. Spatial genetic structure

The sPCA results corroborated those obtained with the DAPC. There was a significant global
structure (global test, p = 0.003) for females, with only the first positive axis retained
(Appendix 1.7.5) and no local structure (p = 0.84). The first sSPCA axis accounted for most of
the spatial genetic structure, covering a high proportion of the spatial autocorrelation and most
of the variance in the genetic data (I = 0.27, var = 1.49). The first eigenvalue was 0.078 while
the next eigenvalues were lower than 0.040 (Appendix 1.7.5). sPCA results supported marked
genetic relatedness between females from the north and from the south, with females from the
central part forming another genetic entity (Figure 22). Although sPCA visually opposed
males from the north and from other parts of the wildlife reserve (Figure 22), this spatial
opposition had no statistical support (global test: p = 0.48, local test: p = 0.26).
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Figure 22: Geographic map of the first global lag scores of sSPCA for females (left) and males
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(right) of the Mediterranean mouflon population of Caroux-Espinouse massif-

Individuals’ scores are represented as squares with size proportional to the score, so that the
maximum differentiation is between large black squares and large white squares. Red lines
represent hiking trails, orange lines represent tracks and purple lines are the main roads
crossing the study area. The grey scale indicates elevation in the massif (in meters) and green

(uncolored) zones are closed/forested (open) areas.

1.3.4. Socio-spatial structure of the population

Based on the DAPC analyses (see above), we set the number of socio-spatial units in the
hierarchical clustering of spatial data to 3 for females and to 2 for males. For females, the 3
socio-spatial units corresponded to groups of traps located in the northern, central and
southern parts of the study area (hereafter called “Nf”, “Cf” and “Sf”, respectively; Figure
23). For males, one socio-spatial unit grouped traps located in the northern (“Nm ™) and the
other in the southern part (“Sm ) of the study area (Figure 23). Traps in the central part of the

reserve were principally grouped with traps from the north.
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Figure 23: Cluster dendrograms resulting from hierarchical clustering applied on pairwise
trap distances calculated based on relocation of individuals data (right: for females, left: for

males).
Nf, Cf, Sf, Nm and Sm, correspond to socio-spatial units as defined in the text.

Socio-spatial units of females and males in the population were at HWE as indicated
by randomization tests (p = 0.99 and 0.19 for females and males, respectively) and confirmed
by Fis values which were not significantly different from zero (Tableau 3 for overall loci
values, Appendix 1.7.5, Tableau 9 and Tableau 10 for per-locus values). None of the pair of
loci involved in the data set were found to be in linkage disequilibrium (not shown). Despite a
relatively low level of allelic richness, ranging from 3.42 + 1.03 in socio-spatial unit Sf'to 3.74
+ 0.91 in socio-spatial unit Cf'(Tableau 3), the levels of heterozygosity were moderately high.
The average He ranged from 0.56 = 0.17 in the socio-spatial unit Sf to 0.63 + 0.12 in the
socio-spatial unit Cf and the average Ho ranged from 0.57 £ 0.21 in the socio-spatial units Sf
to 0.65 £+ 0.13 in the socio-spatial unit Cf (Tableau 3). The genetic differentiation among the
different socio-spatial units was low but significantly different from zero for females (global
Fst = 0.023[0.011; 0.036]95%, p < 0.0001) while it was very low and not significantly
different from zero for males (global Fsz =-0.002[-0.007; 0.004] 95%, p = 0.58). All pairwise

Fst values were significantly different from zero only in females (Tableau 4).

Due to significant genetic differentiation between female socio-spatial units, genetic
bottleneck detection tests were performed within each socio-spatial unit for females, but not
for males. Except for the southern socio-spatial unit of females (Sf), we found evidence
supporting a recent bottleneck (<15 generations ago, founder events) for both sexes under

both models of evolution (Tableau 5).
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Tableau 3: Sample size (n), number of allele (Na), allelic richness (Ar), observed and
expected heterozygosity (Ho and He respectively) averaged overall loci + standard error, and
Fis values for the different socio-spatial units of the Mediterranean mouflon population of

Caroux-Espinouse massif.

None of the Fis values were significantly different from zero after Bonferroni correction

(nominal levels: 0.00156 for males and 0.00104 for females).

Socio-
spatial n Na Ar Ho He Fis
unit
Females Nf 37 375+1.00 356+099 061+0.18 059+0.17 -0.036
cr 108 4.00+089 3.74+091 0.65+0.13 063+0.12 -0.038
sf 16 344+103 342+1.03 057+021 0564017 -0.003
N 36 3.80+098 3.79+098 059+0.14 060=0.14 0.029
Males S 33 3.88+096 387+096 061+016 0.62+0.14 0.007

Tableau 4: Pairwise Fst values between female and male socio spatial units of the

Mediterranean mouflon population of the Caroux-Espinouse massif.

Values significantly different from zero are indicated in bold (adjusted nominal level after

Bonferonni correction for females: 0.017, for males: 0.05).

Socio-spatial unit

Females Sf cf
Nf 0.0268 0.0164
Sf 0.0128
Males Sm
Nm -0.0017
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Tableau 5: Unilateral Wilcoxon tests p-values of heterozygote excess detection tests
(bottleneck detection test) performed for each sex in the Caroux-Espinouse mouflon

population (within each socio-spatial unit as defined in the text for females).

n: sample size, T.P.M: Two-Phase Model of evolution, S.M.M: Stepwise Mutation Model.

Non-significant values are indicated in italics.

Socio-spatial unit

Females Nf cf Sf
T.P.M 0.008 <0.001 0.065
S.M.M 0.015 <0.001 0.149
All socio-spatial units
T.P.M <0.001
Males S.M.M <0.001

1.3.5. Correspondence between socio-spatial and genetic structures

Although no direct correspondence could be seen between socio-spatial units and genetic
clusters (Tableau 6), females from the north were genetically closer to females from the south
of the wildlife reserve as evidenced by the sSPCA (Figure 22; see above). Indeed, the largest
proportion of females from socio-spatial units Nf (56%) and Sf (64%) were grouped in genetic
cluster 3 of the DAPC while females from socio-spatial unit Cf were assigned to genetic
cluster 1 (41%) or 2 (48%, Tableau 6). The admixture of the different socio-spatial units
observed in all genetic clusters indicated the occurrence of significant gene flow. For males,
individuals from both socio-spatial units were represented in equal proportions in both genetic
clusters indicating a higher degree of admixture among males of the two socio-spatial units

than that observed in females.
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Tableau 6: Proportion of individuals assigned with a membership probability higher than
0.80 from each socio-spatial unit in each genetic cluster determined in DAPC. Bold values

represent the largest values for each socio-spatial unit.

Socio-spatial unit

Females Nf cf Sf
Genetic cluster 1 0.16 0.41 0.21
Genetic cluster 2 0.28 0.48 0.14
Genetic cluster 3 0.56 0.11 0.64
Males Nm Sm
Genetic cluster 1 0.58 0.48
Genetic cluster 2 0.42 0.52

1.4. Discussion

In males Mediterranean mouflon, the less philopatric sex, genetic structure was low compared
to females for which the major axis of genetic structuring appeared to be a north-south
grouping (DAPC and sPCA). We also found a low but significant genetic differentiation
between female socio-spatial units (pairwise Fst). However, this socio-spatial organization
effect was not detected by DAPC and sPCA suggesting that other processes, such as a
residual effect of introduction history (e.g. Biebach & Keller 2009), would be more in play

than social factors in determining the genetic structure of females in this population.

1.4.1. Genetic diversity

Since the isolated study population was introduced 60 years ago from 19 individuals, we
could expect to observe low genetic diversity. Surprisingly, heterozygosity was not as low as
we could expect due to the founder events and is comparable to the one reported in other
Mediterranean mouflon populations (Corsica, Sardinia or Central Italy, see Guerrini et al.
2015 and Appendix 1.7.6, Tableau 11 and Tableau 12). Similarly, Kaeuffer et al. (2007)
revealed a higher than expected heterozygosity in another introduced mouflon population.
Contrary to heterozygosity, allelic richness values in the study population were closer to those
observed in the Cyprus population (see Appendix 1.7.6, Tableau 11 and Tableau 12). Such
low level of allelic richness could be a consequence of the founder events in our population.
The results of bottleneck detection tests confirmed that genetic diversity is still influenced by

past history in our population.
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In introduced populations, the level of genetic diversity is supposed to increase with
the number of founders, the degree of admixture in the founder group (mixed origin of
founders results in the conservation of more diversity and a higher number of alleles) (Maudet
et al. 2002; Biebach & Keller 2012) and with propagule pressure (repeated introduction
events prevent inbreeding) (Hufbauer et al. 2013). Since the number and the genotypes of
founder individuals determine the number of alleles (Na) present in the founded population,
they have more detrimental effects on the number of alleles than on heterozygosity (Biebach
& Keller 2009; Biebach & Keller 2012; Kekkonen & Brommer 2015). While Na is mainly
dependent on population size, heterozygosity is mainly impacted by the post-bottleneck
growth rate (Hedrick 2011). In closed populations, Na can only be restored by mutations;
heterozygosity is thus expected to be restored faster and to be easier to save than Na when
conditions are favorable. In our population, founders from three different origins (Tableau 2)
were released on four occasions and growth rate after introduction is thought to have been as
high as in other introduced mouflon populations (e.g. Kaeuffer et al. 2007) and most
herbivore populations (Forsyth & Caley 2006). These conditions could thus have favored
heterozygosity maintenance at a relatively high level, comparable to unbottlenecked
populations, while allelic richness still bears the scars of the founder events. Our results
therefore support the theoretical work of Hufbauer et al. (Hufbauer et al. 2013) and Biebach
& Keller (Biebach & Keller 2012), and confirm that populations founded by multiple

introductions of genetically diverse individuals avoid inbreeding effects.

1.4.2. Influence of socio-spatial structure on genetic structure

We confirmed the previously highlighted low genetic differentiation between the different
socio-spatial units of the studied population (Petit et al. 1997). Global and all pairwise Fist
values were nonetheless significantly different from zero for females, indicating genetic
differentiation between socio- spatial units, while a high degree of admixture between socio-
spatial units was observed for males. DAPC results showed a clear separation of genetic
clusters which did not match with the socio-spatial units, indicating that the socio-spatial
structure was not the main driver of the genetic structure in this population. Therefore, socio-
spatial structure contributed to the overall genetic structure of the population but other

population processes contributed more (see below).

Differences in philopatric behavior between the sexes may lead to a more pronounced
genetic structure in the philopatric sex (Storz 1999, Goudet et al. 2002; Podgorski et al.
2014). As females showed a higher level of genetic structure than males (significant Fsz, more

genetic clusters, and significant spatial genetic structure), our results confirm the philopatric
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behavior of females (Dubois ef al. 1992, 1994; Martins et al. 2002) and suggest that gene
flow is essentially male-biased in this population, as evidenced also in Bighorn sheep (Boyce
et al.1999). Nevertheless, as in other mountain sheep species (Festa-Bianchet 1991),
permanent natal dispersal of Mediterranean mouflon rams seems to be rare in our population
(Dubois et al. 1996). Instead, rams have been shown to make excursions (temporary
movement outside an established home range) during the rutting period (Marchand et al.,
unpublished data), and mating opportunities during these excursions may insure gene flow
among the different socio-spatial units. In the same vein, it was shown that while females
show a stable movement pattern year round (moving preferentially toward familiar areas),
males exhibit a more labile pattern and are more prone to move toward unfamiliar areas
during the rutting period (Martins et al. 2002, Marchand et al. 2017a). These sex-specific
behaviors lead to a higher spatial stability for females than for males. An interesting way to go
further in the study of this sex-biased reproductive dispersal would be to investigate mtDNA

and Y-chromosome, i.e. non-recombining sex-specific markers (Handley & Perrin 2007).

1.4.3. Influence of introduction history on genetic structure

Surprisingly, given the spatial fidelity observed in female Mediterranean mouflon (Dubois ef
al. 1992, 1994; Martins et al. 2002) and a north-south spatial disconnection (see Appendix
1.7.7), females from the north and the south were genetically closer to each other than to
females from the central part of the reserve (see Tableau 6 and Figure 22). Such a pattern
would concur with the introduction history of the population: individuals introduced in the
north of the reserve in 1956 and in the south of the reserve in 1959 all originated from the
French Cadarache National Reserve (Figure 20, Tableau 2). This shared origin could therefore
explain why individuals from the north and the south of the reserve are genetically close,
while individuals from the central part of the reserve are thought to be an admixture of
individuals from the former Czechoslovakia and the French Chambord National Domain. The
higher genetic diversity (Ho and He) in the Cf socio-spatial unit (supposed mixed origin, see
Tableau 3) and the still detectable founder effect strengthened this hypothesis. Although the
release of individuals from the former Czechoslovakia in the north of the study area could
explain why the historic genetic signal is relatively low, Czechoslovak individuals have most
likely only dimly contributed to the genetic footprint since (i) they were released four years
after Cadarache individuals, (i1) had a low survival probability (J.M. Cugnasse, pers. comm.)
and (iii) the presence of behavioral barriers close to the release site (a road and a ridge) could

have behaviorally isolated Czechoslovak individuals in the central part of the reserve.
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Historical genetic signatures have been found to be persistent over numerous
generations in other ungulate populations. For instance, in Creole cattle, Martinez et al.
(2012) found a clear genetic signature of founder individuals more than 600 years after
introduction. These results are in agreement with what was observed in Alpine ibex (Capra
ibex), for which Biebach & Keller (2009) could genetically retrieve the introduction history of
numerous populations founded during the 20" century. Similarly, DeYoung et al. (2003) find
genetic similarities between source and transplanted white-tailed deer (Odocoileus
virginianus) populations regardless of their geographic separation. Finally, at intra-population
and small geographic scale like in the present study, Simpson et al. (2013) showed that the
site of release of founder individuals introduced at the end of the 19™ century still has an
impact on the current spatial genetic structure of the population of red squirrels. These results
highlight that even after many generations, the genetic signature of source populations can
still be present at intra-population scale. Moreover, female philopatry can be a factor
explaining the persistence of this genetic signature in our population since global genetic
structure (males and females considered in same analyses) corresponds to female structure

(results not shown).

1.5. Conclusion

Our findings highlighted important elements for wildlife management. First, despite the
existence of male-mediated gene flow, we showed that introduction history had long-term
consequences on intrapopulation spatial genetic structure, probably due to the high female
philopatry which has favored the persistence of the historical genetic signature of
introductions. These results confirm the importance for wildlife managers to account for sex-
specific spatial behaviors and gene flow when determining introduction/reinforcement
strategies to ensure genetic mixing among introduced individuals from different sources.
Indeed, since introductions often involve only a limited number of founders (Kekkonen &
Brommer 2015), genetic diversity may be low and a lack of genetic mixing between released
individuals may result in introduction failure due to inbreeding depression and declining
immunocompetence (see Amstrong & Seddon 2008). Second, albeit allelic richness was
relatively low, this study did not provide evidence that the Caroux-Espinouse Mediterranean
mouflon population shows depauperate genetic diversity. Such a result stresses the
importance of choosing the right number, level of admixture (e.g. individuals from different
origins) and place of release of individuals translocated when planning a (re)introduction
program, to ensure that introduced genetic diversity expands to the entire population. Finally,

the present study provided evidence that different levels of genetic structuring can co-occur at
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fine spatial scale (1700 ha) as compared to a mouflon home range (201 ha and 301 ha for
females and males respectively, Marchand 2013). Such results would not have been obtained
if sampling had been performed at a higher spatial resolution, highlighting the importance of
designing sampling schemes in accordance with species biology and ecology. Additionally,
such small-scale spatial genetic structure suggests that small-scale spatial population dynamic
processes can occur in this population (see Coulson ef al. 1999). All the results can be helpful
for other populations, including endangered Corsican populations (Ovis gmelini musimon var.
Corsicana) as they reveal important factors shaping the genetic structure of mouflon

populations.
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1.7. Appendices
1.7.1. Microsatellite description and Fluorescent DYE used for genotyping

Tableau 7: Microsatellite markers multiplex, size, fluorescent dyes and final concentrations used for genotyping of Mediterranean mouflon

individuals from the Caroux-Espinouse massif population.The 3 different multiplex created are identified as “B”, “C” and “E”.

Microsatellite Genebank . . Fluorescent Final concentration
Reference access Multiplex Size (bp)
locus Dye (uM)
number
BM8125 Bishop et al. (1994) G18475 B 107-137 Fam 0.60
HUJ616 Shalom et al. (1993) M88250 B 121-167 Ned 0.20
OarCP34 Ede et al. (1995) U15699 B 115-137 Vic 0.06
OarFCB304 Buchanan and Crawford (1993) LO01535 B 177-219 Jaune 0.20
OarJMP58 Pe?;ycefa‘v’ifggg‘;zlz5(11169‘19‘51‘;‘“) U35058 B 124-176 Pet 0.20
OarVH72 Pierson et al. (1993) L12548 B 146-174 Fam 0.20
SRCRSP1 Arevalo et al. (1994) 1.22192 B 147-181 Vic 0.10
INRA063 Vaiman et al. (1994) X71507 C 161-185 Ned 0.40
MAF65 Buchanan et al. (1992) M67437 C 121-151 Ned 0.20
MCM140 Hulme et al. (1995) 138979 C 194-220 Ned 0.40
OarFCB193 Buchanan and Crawford (1993) L01533 C 93-143 Bleu 0.08
OarJMP29 Pe?;ygfa‘v’i;fggg‘;zlzS(hlegdg‘sl?ta) U30893 C 103-157 Vie 0.10
MAF70 Buchanan and Crawford (1992) M77199 E 153-195 Pet 0.20
OarFCB226 Buchanan et al. (1994) L20006 E 153-187 Fam 0.40
OarHH47 Henry et al. (1993) L12557 E 167-199 Vic 0.20
SRCRSP9 Bhebhe et al. (1994) 122201 E 105-143 Pet 0.40
Amelogenin Develolped by Antagene NA E 214 & 259 Pet 0.40
aboratory
ZFXY Developed by Antagéne NA E 275 & 279 Fam 0.20
laboratory
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1.7.2. Is the trap-based socio-spatial unit a good approximation of the individual-based one?

Since spatial data were not available for all genotyped individuals, we used a trap-based
approach (see Garel et al. 2007 for a similar approach) to define socio-spatial units present in
the population (trap-based socio-spatial units). As explained in the main article, this approach
allowed us to assign all genotyped animals (including the 22.8% having no visual resightings
or GPS locations) to a given socio-spatial unit depending on where they were trapped.

To assess the reliability of this approach, we wondered if all animals captured at a
certain trap belong to the same socio-spatial unit. To answer this question, we computed
groups of individuals living together (individual-based socio-spatial units) using hierarchical
clustering analysis (UPGMA, see main article for details) on individuals resighted at least
four times or GPS collared (n=394, same results being obtained using a threshold of 10 spatial
locations, see Martins et al. 2002). The objective was to assess if the socio-spatial units
obtained were the same whether analyses were performed at the individual scale or at the trap
scale, aggregating all spatial locations of individuals captured at the same trap.

Results (Tableau 8) showed that correspondence was greater than 94.7% for females
and 70% for males, suggesting that it is possible, especially for females, to assign individuals
to a socio-spatial unit based on their trap of capture. The lower correspondence between
individual- and trap-based socio-spatial units observed for males indicates that males are more

mobiles than females.

Tableau §8: : Number of individuals from each individual-based cluster captured in each trap-
based cluster. UPGMA was based on Euclidean distances between averaged locations of

each animal (individuals-based analysis) or of each trap (trap-based analysis).

Red values represent the maximal value of individuals from the same individual-based cluster

belonging to the same trap-based cluster.

Trap-based cluster

Nf o Sf

Lo 1 97 6 0

Females 1;11(311s\;2clual-based ) 1 184 1

3 0 0 18
Nm Sm
. e . 47 28
Males individual-based cluster ) 0 12
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1.7.3. Defining genetic clusters thanks to a DAPC.

Value of BIC
versus number of clusters
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Figure 24: BIC values associated with each K value tested from the K-means procedure of the
DAPC for females in the Caroux-Espinouse mouflon population. It indicated as an optimal

number of genetic cluster of K = 3 or K = 4.
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Figure 25: BIC values associated with each K value tested from the K-means procedure of the

DAPC for males in the Caroux-Espinouse mouflon population. It indicates an optimal number

of cluster of K = 2.
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1.7.4. sPCA axis selection.
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Figure 26: sPCA eigenvalues for females of the Mediterranean mouflon population of the

Caroux-Espinouse massif.
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1.7.5. Genetic variability per locus.

Tableau 9: Genetic variability per locus as computed for each socio-spatial unit of females and Fis values.

Legend: n: sample size; na: number of alleles; Ar: allelic richness; Ho: observed heterozygosity, He: expected heterozygosity.

Nf cf Sf
Locus n n, A Ho He Fis n n, A, Ho He Fis n n, A, Ho He Fis
BMS8125 36 5 498 0.750 0.754 0.006 105 5 498 0.848 0.781 -0.085|16 5 5.00 0.750 0.719 -0.043
HUJ616 37 3 3.00 0.703 0.557 -0.262 |108 4 3.64 0.657 0.608 -0.081 |16 3 294 0.688  0.500 -0.375
INRAO63 35 2 200 0486 0481 -0.010 104 2 2.00 0.539 0502 -0.073 |16 2 2.00 0.750 0.508 -0.475
MAF65 37 2 1.65 0.054 0.053 -0.014 108 3 2.14 0315 0317 0.005|16 2 194 0.063 0.063 0.000
MAF70 37 5 495 0622 0.712 0.127 {107 5 480 0.710 0.663 -0.071 |15 4 4.00 0533 0552 0.034
MCM140 36 4 4.00 0.778 0.734 -0.060 {107 4 398 0.729 0.713 -0.023 |16 4 4.00 0.688 0.773 0.111
OarCP34 37 3 3.00 0.649 0.645 -0.005 108 4 326 0574 0.567 -0.012 |16 3 3.00 0438 0.604 0.276
OarFCB193 37 5 438 0.784 0.706 -0.109 {108 5 466 0.741 0.713 -0.040 |16 5 4.88 0.438 0.679 0.356
OarFCB226 37 4 395 0.703 0.643 -0.093 (108 4 3.87 0.639 0.665 0.039 (16 3 3.00 0.688 0.613 -0.122
OarFCB304 37 4 3.68 0676 0.588 -0.149 [106 4 390 0.557 0579 0.038 |16 3 294 0313 0467 0.330
OarHH47 37 4 3.65 0.676 0.611 -0.106 |[108 4 386 0.630 0.617 -0.021 |16 4 4.00 0.625 0.598 -0.045
OarJMP29 36 4 341 0.444 0.494 0.100 |[107 5 4.06 0.673 0.692 0.028 |16 4 4.00 0.688 0.675 -0.019
OarJMP58 37 5 488 0.730 0.708 -0.031 |108 5 496 0.833 0.764 -0.090 |16 5 4998 0.750 0.760 0.014
OarVH72 37 3 265 0488 0.515 0.056 [106 3 295 0.642 0.557 -0.151 |16 2 2.000 0.500 0.508 0.016
SRCRSP1 37 3 293 0.568 0.553 -0.027 |108 3 2.87 0.593 0.557 -0.064 |16 3 2998 0.813 0.565 -0.439
SRCRSP9 36 4 3.805 0.6111 0.631 0.031 {107 4 3.998 0.7383 0.737 -0.001 |15 3 3.000 0.3333 0.443 0.247
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Tableau 10: Genetic variability per locus as computed for each socio-spatial unit of males.

Legend: n: sample size; na: number of alleles, Ar: allelic richness;, Ho: observed heterozygosity, He: expected heterozygosity.

Nm Sm
Locus n n, A, Ho He Fis n n, A, Ho He Fis

BMS8125 36 S 5.00 0.722 0.799 0.096 31 5 5.00 0.807 0.780 -0.034
HUJ616 36 4 3.72 0.417 0.435 0.041 33 4 3.94 0.546 0.545 -0.002
INRAO63 35 2 2.00 0.543 0.500 -0.086 33 2 2.00 0.394 0.509 0.227
MAF65 36 2 2.00 0.250 0.221 -0.129 33 2 2.00 0.182 0.217 0.162
MAF70 36 5 5.00 0.640 0.669 0.045 32 5 5.00 0.719 0.694 -0.036
MCM140 36 4 4.00 0.667 0.701 0.049 33 4 4.00 0.758 0.717 -0.057
OarCP34 36 3 3.00 0.583 0.633 0.079 33 4 3.94 0.636 0.592 -0.075
OarFCB193 36 5 5.00 0.861 0.702 -0.226 33 5 5.00 0.758 0.699 -0.083
OarFCB226 36 4 3.98 0.611 0.617 0.010 33 4 4.00 0.667 0.711 0.063
OarFCB304 35 4 4.00 0.657 0.643 -0.022 33 4 4.00 0.546 0.656 0.168
OarHH47 36 4 4.00 0.667 0.668 0.002 33 4 4.00 0.727 0.674 -0.079
OarJMP29 36 4 3.98 0.500 0.593 0.157 33 4 4.00 0.758 0.679 -0.116
OarJMP58 36 5 5.00 0.556 0.727 0.236 33 5 5.00 0.636 0.771 0.174
OarVH72 35 3 3.00 0.514 0.472 -0.090 32 3 2.97 0.469 0.469 0.000
SRCRSP1 36 3 3.00 0.500 0.542 0.078 33 3 3.00 0.546 0.552 0.012
SRCRSP9 33 4 4.00 0.697 0.741 0.060 32 4 4.00 0.688 0.634 -0.085
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1.7.6. Allelic richness and observed heterozygosity calculated on the four loci in common

with Guerrini et al. (2015).

Tableau 11: Averaged allelic richness (Ar) and observed heterozygosity (Ho) calculated on
the four loci in common with Guerrini et al. (2015) (i.e. SRCRSP9, MAF70, OarJMP58 and
OarFCB304) for Mediterranean mouflon from the Caroux-Espinouse massif population.

Socio-spatial units

Females Nf cf St
Ar 4.33 4.41 3.73
Ho 0.66 0.71 0.48
Males Nm Sm
Ar 4.5 4.5
Ho 0.64 0.65

Tableau 12: Allelic richness (Ar) and observed heterozygosity (Ho) from Guerrini et al.

(2015) for the four loci in common with the present study.

Corsica Sardinia Central Italy Cyprus
Locus Ar Ho Ar Ho Ar Ho Ar Ho
MAF70 7.8 0.53 5.8 0.60 4.9 0.67 23 0.08

OarFCB304 8.0 0.63 7.2 0.85 6.4 0.45 3.7 0.51
OarJMPS8 10.2 0.58 6.9 0.75 8.4 0.59 24 0.35

SR-CRSP9 6.7 0.63 3.9 0.74 6.0 0.64 1o Monom
orphic
Mean 8.18 0.59 595  0.735 | 643 0.59 2.35 0.24

1.7.7. Spatial disconnection between individuals from the north and the south of the reserve.

Females from the north and the south of the study area were genetically closer to each other
than to females from the central part of the reserve (see main article). One possible
explanation could be that gene flows are favored between the northern and the southern

female socio-spatial units.

To answer this question we used spatial data to measure spatial disconnection between
the different female socio-spatial units. We assessed if females from the north visit the
southern part of the study area more frequently than the central part. Additionally, in order to

see if males ensure gene flow preferentially between northern and southern female socio-

154



1. L’histoire d’introduction est un facteur plus important que la structure sociale dans le déterminisme
de la structure génétique spatiale des femelles mouflons Méditerranéens (Article 1).

spatial units (explaining the genetic proximity between these two socio-spatial units), we
assigned male individuals to socio-spatial units as defined thanks to female data (trap

clustering, see main article, Figure 23).

Based on GPS data.

In order to assess more precisely the spatial disconnection existing between the different
female socio-spatial units, we performed analyses based on GPS data. 61 adult females and 27
males were monitored by GPS and associated with at least 300 GPS locations (12 females and
8 males in Nf, 33 females and 14 males in Cf, 12 females and 5 males is Sf). For each
individual, 300 GPS locations were randomly sampled. GPS locations of all monitored
individuals from each socio-spatial unit were pooled and used to calculate the utilization
distribution for each socio-spatial unit using the Brownian Bridge Movement Model (BBMM,
Horne et al. 2007). The smoothing parameter “sigl” (Brownian motion variance) was
estimated for each socio-spatial unit using the likelihood approach developed by Horne et al.
(2007), and “sig2”, the GPS location error was fixed at 24.5m (see Marchand et al. 2015b).
We then calculated overlap between all pairs of socio-spatial unit home ranges (volume of
intersection between the two UDs). The spatial analyses were performed using the R package

adehabitatHR (Calenge 2000).

We can see in Tableau 13 that for females, northern and southern socio-spatial units almost
never overlap (0.3%) as compared to northern and central socio-spatial units (19.8%) or
southern and central socio-spatial units (15%). For males, similar results were obtained, since
only 2.4% of the home ranges of individuals assigned to the Nf socio-spatial unit overlapped
those of males assigned to Sf. It indicated that no preferential movements occur between
northern and southern female socio-spatial units (neither for females nor for males) and that

northern and southern female socio-spatial units are spatially disconnected.
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Tableau 13: Overlap among the home ranges of different female socio-spatial units based on

female or on male data.

Females

Nf cf
cf 0.198
Sf 0.003 0.150

Males

Nf cf
cf 0.191
St 0.024 0.176

Based on capture data.

698 adult individuals (503 females and 195 males) were (re)captured between 1990 and 2015.
Among these individuals, only 79 were sequentially captured at different traps (55 females
and 24 males) while 169 were captured several times at the same trap. Among the females
captured at different traps during their lifetimes only three were captured at a trap in a
different socio-spatial unit (see trap clustering, see main article, Figure 23). Among these
three females, two switched between the Nf and the Cf socio-spatial unit and one switched
between the Sf and the Cf socio-spatial units. Regarding males, one individual switched
between Sf and Cf while another switched between Nf and Cf. Nf and Sf female socio-spatial

units were thus completely disconnected.

2.1. Introduction

En génétique des populations, les méthodes de clustering sont utilisées tres
couramment pour définir les sous-unités populationnelles et identifier les discontinuités
génétiques (e.g. Wilson et al. 2015). Ces méthodes sont cependant souvent basées sur de
fortes hypothéses (e.g. équilibre d’Hardy-Weinberg) et peuvent mener a des résultats
contradictoires lorsqu’on les confronte. Par exemple, de nombreuses études ont mis en
¢vidence que ce type de méthodes pouvait conduire & des conclusions erronées lorsqu’elles
¢taient utilisées dans une population ou un patron d’isolement par la distance était présent, ou
encore lorsque 1’échantillonnage était structuré (e.g. Schwartz & McKelvey 2009, Frantz et al.

2009, Blair et al. 2012, Puechmaille 2016). 11 est ainsi courant dans cette discipline d’utiliser
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différentes méthodes et de les confronter afin de confirmer un signal génétique
potentiellement observé™ (e.g. Aurelle & Ledoux 2013, Vergara et al. 2015). Dans 1’étude
présentée ci-dessus (Chapitre 7, Article 1), nous avions utilis¢ la DAPC comme analyse
principale. Cependant, afin de confirmer la structure génétique observée chez les femelles (i.e.
proximité nord-sud) et I’absence de structure chez les males, nous avons également utilisé

d’autres méthodes de clustering.

Nous avons choisi d’utiliser SNAPCLUST (Beugin et al. 2018), une méthode non
Bayesienne basée sur le maximum de vraisemblance et requérant beaucoup moins de temps
de calcul que les méthodes classiques, STRUCTURE (Pritchard et al. 2000), une méthode
Bayesienne utilisée de maniére tres fréquente dans les études de génétique des populations, et
GENELAND, une méthode Bayesienne tenant compte explicitement des coordonnées

spatiales des individus (Guillot et al. 2005a, b).

2.2. Matériel et méthodes

Les données génétiques et les coordonnées spatiales utilisées ici sont les mémes que
celles précédemment décrites (voir Chapitre 7, Article 1). Comme précédemment, nous avons
réalisé des analyses sexe-spécifiques. Pour les trois méthodes, nous avons fixé le nombre
maximal de populations (Kmax) a 15. Pour SNAPCLUST, nous avons fait I’analyse avec 1
000 000 d’itérations et avons utilis¢ I’AIC et le BIC pour déterminer le nombre optimal de
cluster (K). Pour STRUCTURE, nous avons réalis¢ 20 jeux de simulations avec 1 000 000
d’itérations et 300 000 itérations de « rodage » (burn-in en anglais). Le nombre optimal de
cluster génétique a été déterminé grace a la méthode d’Evanno et al. (2005) telle
qu'implémentée dans le logiciel en ligne STRUCTURE HARVESTER (Earl & vonHodt
2012). Afin d’obtenir, pour chaque individu, les probabilités d’assignation consensus entre les
20 jeux de simulations de STRUCTURE, nous avons utilisé le logiciel CLUMPP (Jakobsson
& Rosenberg 2007). Enfin, pour GENELAND, nous avons réalis¢ 10 jeux de simulations

avec 1 500 000 itérations et 10 000 itérations de burn-in.

Il est important de noter ici que si Kmax = 15 est une valeur ¢levée compte tenu des
résultats obtenus dans la partie précédente (Chapitre 7, Article 1), les tests réalisés avec un
Kmax inférieur (notamment Kmax = 10) ne permettaient pas d’avoir un pouvoir discriminant
suffisamment important avec GENELAND pour les femelles, la chaine de Markov atteignant

trop souvent la valeur maximale de K.

¥ L’idée étant ici que « le nombre fait la force ». La concordance des résultats de différentes méthodes sur un
signal biologique permet d’étre plus confiant dans ses conclusions.

157



Chapitre 7
Structure génétique spatiale

2.3. Résultats
2.3.1. Femelles

Dans un premier temps avec SNAPCLUST, AIC et BIC n’indiquent pas les mémes
nombres optimaux de clusters (Figure 27, Tableau 16). L’AIC est minimal pour K = 8 mais
on observe une rupture de pente dans les valeurs d’AIC aprés K = 3 conférant du soutien
statistique pour cette derniere valeur (Figure 27). Le BIC est quant a lui minimal pour K = 1
(Figure 27). SNAPCLUST a été créé pour déterminer des probabilités d’appartenance a deux
groupes génétiques seulement. Afin de voir si I’on observait le regroupement des femelles du
nord et du sud dans le méme cluster génétique, nous avons calculé ces probabilités
d’assignation en indiquant a I’algorithme de créer deux groupes génétiques. En calculant les
proportions de femelles des secteurs Nf, Cf et Sf dans chaque groupe génétique (voir Chapitre
7, Article 1), on retrouve bien la tendance nord-sud précédemment observée avec une majorité

des individus du nord et du sud regroupés dans le méme cluster (Tableau 14).

Q
- O/O
O/
o O/
- o~
b Q o O/
© G o - /
< @ A
] ol 1 e
o pe . ped
> \) o S| o
0 Ok 7 N o—0
T T T T T T T T T T T T
2 6 10 14 2 6 10 14
K K

Figure 27: Valeurs d'AIC et de BIC obtenues avec la méthode de clustering SNAPCLUST

pour les femelles mouflons de la population du Caroux-Espinouse.

Tableau 14:Proportions (%) de femelles de chaque unité socio-spatiale (Chapitre 7, Article
1) dans chaque groupe génétique définit par SNAPCLUST.

Les valeurs les plus grandes pour chaque unité socio-spatiale sont indiquées en rouge.

Socio-spatial unit

Nf f Sf
Genetic cluster 1 0.19 0.61 0.31
Genetic cluster 2 0.81 0.39 0.69
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Avec STRUCTURE, le nombre de cluster optimal révélé avec la méthode d’Evanno
est K = 2 (Figure 28, Tableau 16). Cependant, cette méthode ne permet pas d’évaluer la
vraisemblance de K = 1 qui apparait comme le K optimal lorsque 1’on s’en référe aux valeurs
de vraisemblances moyennes pour chaque K (Figure 28, Tableau 16). Les auteurs conseillent
en effet de toujours évaluer les différentes informations fournies par STRUCTURE pour
choisir le K le plus probable (Evanno et al. 2005). Lorsque I’on considére deux clusters
génétiques, les probabilités d’assignation des individus dans ces clusters sont toutes autour de
0.5 (Figure 29), indiquant un trés faible support pour ces groupes génétiques et ne nous
permettant pas d’appliquer la procédure précédemment utilisée pour calculer les proportions

de femelles de chaque unité socio-spatiale dans chaque groupe génétique.
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Figure 28: Delta K d’Evanno et al. (2005, panel A) et vraisemblance du nombre de cluster K
(panel B) inférés par le logiciel STRUCTURE pour les femelles de la population de mouflons

du Caroux-Espinouse.
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Figure 29: Probabilités d'appartenance des femelles dans chaque groupe génétique inférées

par le logiciel STRUCTURE.
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Enfin, concernant GENELAND, sur les 10 jeux de simulations, 4 indiquaient un
nombre optimal de clusters de K = 4, alors que 6 jeux de simulations (dont celui le plus
supportée statistiquement, Figure 30) indiquaient K = 5 (Tableau 16). Nous avons donc
conservé 5 clusters génétiques. Lorsque 1’on regarde la carte synthétique des probabilités
postérieures sur le meilleur jeu de simulations (Figure 31), on peut voir qu’une partie des
individus du nord sont assignés dans la méme population qu’une partie des individus du sud
confirmant cette structure nord-sud déja observée. GENELAND semble cependant détecter
une structure plus fine que la DAPC et divise les individus du nord en 3 groupes. La
population 5 (pixels vert foncé sur la Figure 31) contient seulement un individu et est donc
douteuse. Par ailleurs, les probabilités d’assignation dans les 5 populations sont relativement
faibles : 0.34, 0.24, 0.24 et 0.22 en moyenne pour les individus assignés a l’'une des 4

populations contenant plus d’un individu (entre 25 et 78 individus par population).
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Figure 30: Chaine de Markov Monte-Carlo (MCMC, panel A) et nombre de clusters
geénétiques déterminés par la MCMC apres burn-in (panel B) obtenus dans le meilleur jeu de

simulation de GENELAND pour les femelles.
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Figure 31: Carte des probabilités postérieures d’assignation inférées par GENELAND pour
K =5 (A) et représentation des assignations sur le scan 25 du massif (B) pour les femelles

mouflons du Caroux-Espinouse.

Sur le panel A, chaque pixel se voit attribuer une couleur en fonction du cluster génétique
auquel il a été assigné et chaque point noir représente un individu. Sur le panel B, chaque

individu est représenté par une couleur en fonction de sa population assignée.

2.3.2. Males

Comme pour les femelles, AIC et BIC dans SNAPCLUST n’indiquent pas le méme
nombre de groupes génétiques (K = 1 pour le BIC et K = 5 pour I’AIC, Figure 32).
Cependant, pour I’AIC, la décroissance maximale est entre K = 1 et K = 2 indiquant que K =
1 est une valeur vraisemblable (Tableau 16). Si I’on crée tout de méme 2 groupes génétiques,
on retrouve ici aussi ce que 1I’on observait avec la DAPC (voir Chapitre 7, Article 1), les
individus des secteurs nord et sud sont répartis de maniére équiprobable dans les 2 groupes
génétiques, bien qu’il semble y avoir une tendance plus forte ici qu’avec la DAPC pour le

secteur Sm (Tableau 15, Article 1).
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Figure 32: Valeurs d'AIC et de BIC obtenues avec la méthode de clustering SNAPCLUST

pour les males mouflons de la population du Caroux-Espinouse.

Tableau 15 : Proportions (%) de mdles de chaque unité socio-spatiale (Chapitre 7, Article 1)
dans chaque groupe génétique définit par SNAPCLUST.

Les valeurs les plus grandes pour chaque unité socio-spatiale sont indiquées en rouge.

Unité socio-spatiale

Nm Sm
Cluster génétique 1 0.58 0.37
Cluster génétique 2 0.42 0.63

Avec STRUCTURE, comme pour les femelles, la méthode d’Evanno indique K = 2
mais la vraisemblance indique K = 1 (Figure 33, Tableau 16). Lorsque 1’on considére deux
clusters génétiques, ils recoivent trés peu de support car toutes les probabilités d’assignation
sont autour de 0.5 (Figure 34) et nous n’avons donc pas pu calculer la proportion d’individus

de chaque unité socio-spatiale dans chaque groupe génétique.

Enfin, avec GENELAND Ia solution recevant le plus de support statistique est K = 1
(Figure 35, Tableau 16)*.

3% Ces résultats varient en fonction du Kmax fixé. Avec Kmax = 10, on obtient 3 clusters dont un ne contenant
que 2 individus. Ces résultats changeant indiquent un signal trés faible ou absent comme cela est le cas avec
Kmax = 15.
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Figure 33: Delta K d’Evanno et al. (2005, panel A) et vraisemblance du nombre de cluster K
(panel B) inférés par le logiciel STRUCTURE pour les madles de la population de mouflons du

Caroux-Espinouse.
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Figure 34: Probabilités d'appartenance des males dans chaque groupe génétique inférées par

le logiciel STRUCTURE.
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Figure 35: Chaine de Markov Monte-Carlo (MCMC, panel A) et nombre de clusters
geénétiques deéterminés par la MCMC apres burn-in (panel B) obtenus dans le meilleur jeu de

simulation de GENELAND pour les males.
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Tableau 16: Tableau synthétique des nombres de clusters optimaux déterminés par différentes
méthodes de clustering génétique pour les males et les femelles mouflons de la population du

Caroux-Espinouse.

Pour SNAPCLUST et STRUCTURE, deux statistiques (AIC, BIC et Evanno, Vraissemblance,

respectivement) ont éte utilisées (voir texte et Article 1).

DAPC SNAPCLUST STRUCTURE GENELAND
AIC BIC Evanno Vraissemblance
Femelles 3 3 1 2 1 5
Males 2 1 1 2 1 1

2.4. Discussion

D’un point de vue général, avec les présentes méthodes, on peut déduire des résultats
similaires a ceux de la DAPC. Pour les males, on observe une convergence de résultats entre
les différentes méthodes avec une majorité de soutien statistique pour K = 1 confirmant
I’absence de structure génétique précédemment observée. Pour les femelles, les méthodes
indiquent des résultats variables, confirmant le fait que le signal détecté est faible. On
retrouve cependant ce que 1’on observait avec la DAPC puisque, malgré un manque de

puissance, GENELAND et SNAPCLUST indiquent une structure nord-sud.

Les résultats obtenus avec STRUCTURE, SNAPCLUST et GENELAND sont
néanmoins moins nets que ceux obtenus avec la DAPC qui semble ici étre plus robuste face a
un signal génétique faible. Avec SNAPCLUST, la détermination du nombre de cluster via
BIC et AIC ne correspondent pas entre elles, ni a ce que I’on avait avec la DAPC, sauf si I’on
se base sur ’AIC et sur le maximum de décroissance entre deux valeurs de K, ce que font
¢galement les auteurs dans I’étude introduisant la méthode (Beugin et al. 2018). Une fois K
fixé¢ a 2, les assignations faites par SNAPCLUST correspondent a ce que 1’on observait
auparavant et les probabilités d’assignation sont élevées. Avec STRUCTURE en revanche,
aucune structure génétique n’est détectée et cette méthode semble étre moins performante que
les autres dans notre population d’étude. Il est a noter que ni femelles, ni males, ne montrent
de patrons d’isolement par la distance (excepté avec 3 distances génétiques sur 12 testées pour
les femelles et une distance sur 12 pour les males, Tableau 17) qui seraient susceptibles de
perturber la détection de clusters génétiques par les méthodes Bayesienne (e.g. Frantz et al.

2009).
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Tableau 17:Tests d’isolement par la distance réalisés pour les femelles et les males a [’aide

de tests de Mantel entre différentes distances génétiques et la distance géographique en ligne

droite (Dgéo ligne droite) ou corrigée pour la topographie (Dgéo topographie, voir Chapitre

8, Article 2).

r représente le coefficient de correlation de Mantel et p est la p-valeur du test bilatéral.

. s re 1
Distance genethue3

Dgéo ligne droite

Dgéo topographie

Femelles

a, Rousset

Distance de Bray-Curtis

Distance Euclidienne

Coefficient d’apparentement de Ritland

r=-0.01 p=0.71
r=-0.01 p=0.86
r=-0.02p=0.75
r=-0.06 p =0.0001

r=-0.01 p=0.69
r=-0.003 p=0.96
r=-0.008 p=0.89
r=-0.05 p=0.0001

Coefficient d’apparentement de Wang r=0.02p=0.46 r=0.03p=042
Coefficient d’apparentement de Lynch & Ritland  r=-0.06 p = 0.0001 r =-0.05 p =0.0001
Dps (proportion d’all¢les partagés) r=0.03p=0.29 r=0.04 p=0.27
Coefficient de fraternité¢ de Lynch & Ritland r=-0.004 p=10.70 r=-0.005p=0.59
Coefficient de fraternité¢ de Wang r=0.03p=0.15 r=0.02p=0.18
Coefficient d’apparentement de Li r=0.03p=0.31 r=0.03p=0.27
Coefficient d’apparentement de Loiselle =-0.05 p =0.0001 r =-0.05 p =0.0001
Coefﬁc-ient d’apparentement de Queller & = 0.02p =034 =003 p =024
Goodnight

Miles

a, Rousset

Distance de Bray-Curtis

Distance Euclidienne

Coefficient d’apparentement de Ritland
Coefficient d’apparentement de Wang
Coefficient d’apparentement de Lynch & Ritland
Dps (proportion d’alleles partagés)
Coefficient de fraternité de Lynch & Ritland
Coefficient de fraternité¢ de Wang
Coefficient d’apparentement de Li
Coefficient d’apparentement de Loiselle
Coefficient d’apparentement de Queller &
Goodnight

r=-0.04p=0.34
r=-0.02p=0.75
r=-0.02p=0.76
r=-0.03p=0.05

r=0.06 p=0.15
r=-0.02p=0.16
r=0.05p=0.18

r=0.002 p=0.93
r=0.008 p=0.74
r=0.06p=0.13

r=-0.03 p=0.09

r=0.05p=0.08

r=-0.05p=0.27
r=-0.03p=0.72
r=-0.02p=0.76
r=-0.04 p =0.04

r=0.06p=0.11
r=-0.03p=0.13
r=0.06p=0.12

r=0.002 p=0.91
r=0.008 p=0.74

r=0.06p=0.11
r=-0.03p=0.11
r=0.05p=0.05

L’algorithme de GENELAND semble décrire une structure génétique plus fine que la
DAPC et les autres méthodes de clustering utilisées pour les femelles. Cependant, les
probabilités d’assignation dans ces différents groupes génétiques sont relativement faibles,
indiquant un fort brassage génétique entre les divers groupes et donc un signal assez faible
soutenant ces 5 unités. De plus, ’'une des populations ne contient qu’un seul individu ce qui

tend a indiquer que c’est une population factice. Le probléme de création de populations

3! Voir Rousset 2000, Bray & Curtis 1957, Ritland 1996, Wang 2002, Lynch & Ritland 1999, Bowcock et al.
1994, Li et al. 1993, Loiselle et al. 1995, Queller & Goodnight 1989
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« fantomes » dans lesquelles aucun individu n’est assigné a été décrit plusieurs fois pour
GENELAND (Guillot et al. 2005a,b, Excoffier & Heckel 2006, Coulon et al. 2006). Les
zones couvertes par ce type de population peuvent par exemple correspondre a des zones ou
aucun individu n’a été échantillonné (e.g. Coulon et al. 2006). Dans notre cas, la population
vert foncé (Figure 31) couvre des zones peu ou pas échantillonnées et peut donc étre un
artefact, méme si elle n’est pas exactement une population fantome puisqu’elle contient un
individu. Il est important de noter ici que les localisations géographiques utilisées pour les
individus correspondent aux localisations « bruitées » des trappes auxquelles les individus
sont capturés. Méme si les localisations des trappes ont un sens biologique car elles
correspondent au barycentre des localisations (GPS et ré-observations) de tous les individus
capturés a cette trappe (voir Chapitre 7, Article 1), elles ne représentent pas exactement celles
des différents individus mais plutot la localisation moyenne de tous les individus vivant dans
la zone. Cela peut éventuellement brouiller la définition des limites des populations de

GENELAND.

3.1. Introduction

Dans les parties précédentes, nous avons mis en évidence une proximité génétique
entre les femelles mouflons des unités socio-spatiales nord et sud du Caroux-Espinouse (CE).
Une dispersion favorisée entre le nord et le sud semblant peu probable, nous avons émis
I’hypotheése que ce signal génétique est une réminiscence historique liée au fait que des
individus issus de la population de Cadarache ont été relachés dans ces deux zones (voir
Chapitre 7, Article 1). Afin de vérifier cette hypothése, avec le concours de I’ONF et du
Domaine National de Chambord®”, nous avons échantillonné du matériel biologique issu des
populations de Cadarache et de Chambord. Nous avons alors pu génotyper ces individus aux
mémes marqueurs microsatellites que les individus du CE (voir Chapitre 7, Article 1) et
mesurer la proximité génétique entre les femelles des différentes unités socio-spatiales et ces
populations sources, ainsi que les populations Corses, a 1’origine des populations de

Cadarache et de Chambord (voir Chapitre 5).

*> Que nous remercions infiniment pour leur aide, notamment M. Alain Savary et son fils pour les
échantillonnages a Cadarache et M. Dominique Odier pour les prélevements sur les individus chassés a
Chambord.
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Les marqueurs microsatellites ne sont cependant pas les mieux adaptés a la détection
d’un signal génétique historique car, transmis par les deux parents et soumis a la
recombinaison, ils sont trés variables. Retracer 1’histoire des populations peut ainsi étre
complexe avec ce type de marqueurs. Au contraire, I’ADN mitochondrial, transmis
uniquement de la meére au descendant et non recombinant, est beaucoup moins variable et
permet de reconstruire plus facilement les généalogies entre populations. Nous avons donc
¢galement séquencé des individus de toutes les populations pour un géne mitochondrial (le

Cytochrome b, Cytb).

Dans la suite, nous essaierons de retracer I’histoire de la population du CE grace aux
marqueurs microsatellites mais également grace a I’ADN mitochondrial. Du fait de 1’histoire
des introductions lors de la création de la population du CE, nous nous attendons plus
précisément a ce que les individus des unités-socio spatiales Sf et Nf soient plus proches de
ceux de Cadarache que des autres, alors que les individus du centre de la réserve (Cf) sont
attendus pour étre plus proches de ceux de Chambord, ou bien pour étre un mélange de
Cadarache et Chambord (voir Article 1). De méme, étant donné que Bavella est la population
source de Cadarache et de Chambord (voir Partie II, Chapitre 5), nous nous attendons a
observer une différenciation génétique plus faible entre Bavella, Cadarache et Chambord
qu’entre Cinto et les autres populations. Enfin, du fait de 1’origine multiple de la population
de Chambord (Partie II, Chapitre 5), nous nous attendons a ce que cette derniére soit

différenciée de toutes les autres.

3.2. Matériel et méthodes

Les ADN des individus de toutes les populations ont été extraits suivant le protocole
expos¢ dans I’Article 1, a partir de poils ou de feéces. Le génotypage sur les 16 microsatellites
a également été réalis€¢ conformément a ce qui a précédemment été exposé et les données
obtenues nous ont permis de réaliser des analyses classiques de génétique des populations
(e.g. DAPC [25 composantes principales retenues suite a la validation croisée, voir Article 1],
calculs de Fsf). Nous avons ainsi obtenu les génotypes de 17 individus de Cadarache, 27
individus de Chambord, 96 individus de Cinto et 60 individus de Bavella une fois le jeu de
données nettoyé (i.e. contenant seulement les individus avec un minimum de 13 marqueurs
génotypés, sans les individus outliers et en ayant conservé un seul individu lorsque des
jumeaux ont été identifiés, voir Article 1 pour des détails des méthodes employées). Pour le
CE, les tailles d’échantillons sont celles de 1’Article 1 (37, 108 et 16 individus pour Nf, Cf et

Sf, respectivement).
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Pour le séquencage au Cytb, les amplifications du géne ont été réalisées en deux temps
pour chaque individu, car le séquencage du fragment entier (1140 pb) n’était pas possible.
Nous avons utilis¢é deux couples d’amorces (Pedrosa et al. 2005), le couple F (5°-
CCCCACAAAACCTATCACAAA-3’) et R (5-AGGGAGGTTGGTTGTTCTCC-3’) qui
englobe le gene entier, et un couple d’amorces internes IN F (5°-
ACCTCCTTTCAGCAATTCCA-3) et IN R (5’-CCTGTTTCGTGGAGGAAGAG-3’). Les
amplifications ont été réalisées dans un volume final de 25uL contenant 10.4uL d’eau,
11.5uL de Mastermix du kit Taq PCR Master Mix de chez Qiagen, 0.5uL. de chaque amorce
(FetIN RouRetIN F),0.1uL de DreamTaq polymerase (Thermo Fisher Scientific) et 2pL
de la solution d’ADN pour la PCR 1 (F, IN_R) ou 1uL + 1uL d’eau pour la PCR 2 (R, IN_F).
Les cycles PCR (Polymerase Chain Reaction) ont consisté en une étape d’activation de 10
minutes a 95°C suivie de 40 cycles composés d’une étape de dénaturation (30 secondes,
95°C), d’une étape d’hybridation (30 secondes, 55°C pour la PCR 1 et 65°C pour la PCR 2) et
d’une étape d’¢longation (1 minute, 72°C). Apres les 40 cycles, une étape finale d’¢élongation
(7 minutes, 72°C) a été réalisée. Une migration sur gel d’agarose a 1% a ensuite été réalisée
afin de vérifier le succes d’amplification et les échantillons ont ensuite été envoyés a Biofidal
(Vaulx en Velin, France) pour séquencage sur séquenceur capillaire ABI 3730XL. Les
¢lectrophorégrammes ont été analysés avec le logiciel CLC Sequence Viewer (Qiagen
Bioinformatics). Nous avons ainsi pu identifier I’haplotype porté par 18, 19 et 12 individus
respectivement pour les secteurs Nf, Cf et Sf du CE. Nous avons également obtenu 19
séquences de Chambord, 16 de Cadarache, 34 de Cinto et 36 de Bavella. Il est a noter ici que
le choix des individus a séquencer au Cyt b a été fait afin de (i) maximiser la répartition
spatiale des échantillons et (ii) maximiser les chances de succes (i.e. nous avons favorisés les

individus pour lesquels le succes de génotypage sur les microsatellites était le meilleur).

3.3. Résultats
3.3.1. Avec les microsatellites

Dans les populations du CE, de Chambord et de Cadarache, aucun alléle nul n’a été
identifi¢. En revanche, dans la population de Bavella, deux loci (OarHH47 et OarJMP29) ont
révélé la présence d’alleles nuls avec une fréquence de 0.11. De méme, a Cinto, 5 loci
(BM8125, HUJ616, MCM 140, OarCP34 et SRCRSP1) présentaient des alléles nuls avec des
fréquences significatives: 0.16, 0.10, 0.08, 0.13, 0.13. Nous avons donc réalisé les analyses de
génétique des populations en excluant ces marqueurs, portant le nombre de loci inclus dans

les analyses a 9.
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La DAPC (96.9% de variance expliquée par les 6 fonctions discriminantes retenues et
entre 63% et 98% de succes d’assignation) a révélé une proximité génétique importante entre
les unités socio-spatiales du CE qui sont plus proches entre elles que des autres populations
¢chantillonnées. Les centres de gravités des groupes Nf et Sf sont superposés entre eux mais
pas avec celui de Cf, confirmant la structure génétique précédemment illustrée (Figure 36,
Article 1). Ces deux groupes sont également plus proches de la population de Cadarache sur
les 2 axes, que ce que ne le sont les individus de 1’unité socio-spatiale Cf, ce qui correspond a
nos attentes (Figure 36). Les populations de mouflons Corses sont plus proches entre elles que
des autres populations et sont également plus proches de Cadarache que du CE (Figure 36).

Enfin, les individus de Chambord sont quant a eux €loignés de tous les autres.

Pour le CE, les valeurs de Fist confirment la plus grande proximité génétique entre les
unités socio-spatiale qu’avec les autres populations (Tableau 18). Au contraire de ce que 1’on
observe sur la DAPC et de nos attentes, les valeurs de Fst sont plus élevées entre Sf, Nf et
Cadarache qu’entre Cf et Cadarache (Tableau 18). De méme, les Fst ne confirment pas la
proximité génétique des populations Corses entre elles et 1’¢loignement de Chambord avec les
autres populations, les Fst entre Chambord et les autres populations n’étant pas

systématiquement les plus élevés (Tableau 18).
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DA eigenvalues

Figure 36: Proximité génétique entre les mouflons échantillonnés dans les populations de
Cadarache, du Caroux-Espinouse (Nf, Cf, Sf, respectivement, pour les groupes du nord,
centre et sud), de Corse (Bavella et Cinto) et de Chambord, obtenus grdce a une DAPC.

Tableau 18: Fst par paires entre les populations de mouflons du Caroux-Espinouse, de

Corse, de Chambord et de Cadarache.

Les valeurs en gras représentent les valeurs significativement différentes de zéro (p-value
corrigée pour tests multiples a 5% : 0.0024). Nf, Cf et Sf font réféerence aux 3 groupes
genétiques (Nord, Centre et Sud, respectivement) définis pour les femelles mouflons

Méditerranéens du Caroux-Espinouse (voir Chapitre 7, Article 1).

Chambord Bavella Cinto Caroux™

Nf o St
Cadarache 0.60 0.46 0.41 0.30 0.26 0.35
Chambord - 0.10 0.28 0.22 0.21 0.26
Bavella - 0.22 0.23 0.20 0.27
Cinto - 0.15 0.12 0.11
Nf - 0.03 0.02

Caroux
cf - 0.02

33 .« . . ~ .
A noter ici : les valeurs pour le Caroux-Espinouse ne sont pas exactement les mémes que dans 1’Article 1 car
les calculs n’ont pas été fait sur le méme nombre de marqueurs
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3.3.2. Avec I’ADN mitochondrial

Quatre haplotypes différents ont été¢ identifiés parmi les différentes séquences
obtenues dans la présente étude et ont ét¢ numérotés de HOO1 a HO04. Les haplotypes H0O1,
HO002 et HOO3 avaient précédemment été¢ identifiés dans les populations Corses et dans des
populations Iraniennes (Rezaei et al. 2010, Guerrini et al. 2015), et I’haplotype H004 dans une
population de moutons domestiques tibétains (Liu et al. 2016). Guerrini et al. (2015)
rapportent également la présence de 2 haplotypes a Cinto (HO05 et HOO6 ici) que nous
n’avons pas retrouvé, malgré une taille d’échantillon supérieure. Entre les différents

haplotypes, les différences en termes de nombres de nucléotides sont faibles (Tableau 19).

Tableau 19:Nombre de paires de bases différentes entre 2 haplotypes mitochondriaux

identifiés dans la présente étude et dans Guerrini et al. (2015).

Haplotype A Haplotype B Nombre de différences (pb)
HO001 HO002 1
HO01 HO003 3
HO001 HO004 4
HO001 HO005 2
HO001 HO006 2
HO002 HO003 2
H002 HO004 3
HO002 HO005 1
HO002 HO006 1
HO003 HO004 5
HO003 HO005 1
HO003 HO006 3
HO004 HO005 4
HO004 HO006 4

Dans la présente étude, nous n’avons identifi¢ qu’un seul haplotype a Bavella et a
Cadarache (HO0O1) alors que Guerrini et al. (2015) ont également détecté¢ la présence de
I’HO002 a Bavella, et que Rezaei et al. (2010) ont identifi¢ la présence d’H003 dans cette
méme population. A Cinto, nous n’avons trouvé que H002 et HOO3 alors que Guerrini et al.
(2015) ont mis en évidence la présence de H002, HOOS5 et HO06, faisant de cette population
celle présentant la plus grande diversité haplotypique parmi celles étudi€es ici (Figure 37). A
Bavella, si I’on inclut les résultats de Guerrini et al. (2015), on observe une tres forte
proportion d’HOO1 et une faible proportion d’H002, alors qu’a Cinto, les haplotypes
majoritaires sont H002 et HOO3 (Figure 37). La population de Chambord présente quant a elle
une majorité d’H002 mais également 1’haplotype HO04 que I’on ne retrouve nulle part ailleurs

(Figure 37). Au CE, seulement les HOO1 et HOO2 sont présents, et en proportions variables
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selon les unités socio-spatiales. Dans le groupe Nf, I’haplotype majoritaire est effectivement
I’H002 alors qu’au centre les proportions entre HOO1 et HO02 sont semblables et qu’au sud
(8) P’HOO1 est majoritaire (Figure 37).

Bavella

Chambord Cadarache

Caroux Nf Caroux Cf Caroux Sf

Figure 37: Proportion de chaque haplotype dans chaque population échantillonnée.

Les proportions représentées ici incluent également les résultats de Guerrini et al. 2015.

3.4. Discussion et perspectives

L’objectif principal de la présente étude était de vérifier I’hypothése du signal
historique pour expliquer la structure génétique observée dans le massif du CE. Nous nous
attendions donc a observer une plus grande proximité génétique entre Nf, Sf et Cadarache
qu’entre Cf et Cadarache. Si la DAPC tendait a confirmer cette hypothése, I’ADN
mitochondrial et les Fs¢ calculés sur les microsatellites ne convergent pas vers ce résultat. En
effet, dans la population de Cadarache, tous les individus échantillonnés sont porteurs de
I’haplotype HOO1 au géne du Cytb alors qu’au CE, I’H001 est bien majoritaire dans le groupe
Sf mais pas dans le groupe Nf. Au contraire, dans le groupe Nf, on retrouve une majorité
d’individus portant I’H002 qui est I’haplotype majoritaire a Chambord. Une forte proportion
de ce dernier au centre de la réserve (Cf) n’est donc pas surprenante puisque les individus de

Chambord ont été lachés au centre (Article 1, Figure 20, Tableau 2).

Dans le CE, on peut distinguer un gradient de proportions des HOO1 et HO02 entre
nord et sud rappelant un patron d’isolement par la distance, la zone centrale semblant étre un
mélange des deux autres zones. L’ADN mitochondrial est transmis aux individus uniquement

par la meére et la structure génétique sur ce type de marqueurs est donc dépendante du
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comportement des femelles plus que de celui des males qui, a I’inverse, joue un réle important
dans la structure génétique sur les marqueurs nucléaires. Les femelles mouflons étant trés
philopatriques (Dubois et al. 1992, Maublanc et al. 1994; Dupuis et al. 2002), la diffusion de
proche en proche des haplotypes est tout a fait envisageable. On pourrait alors imaginer que
les individus de Chambord, lachés au centre, aient plus échangé avec les individus du Nord,
I’H002 colonisant ainsi cette zone de la réserve, alors que les individus du sud et du nord ont
pu échanger avec le centre, équilibrant les proportions d’HO01 et H002. Dans le CE, c’est
dans le groupe Sf que I’on retrouve la plus grande proportion d’HO01, qui est I’haplotype
majoritaire a Bavella également. Cela suggére que depuis I’introduction, le matériel génétique
n’a pas été fortement modifié. Une derniére explication, au fait que I’on ne retrouve pas le
patron historique attendu dans le CE, est qu’ici nous n’avons pas ¢chantillonné la derniére
population source du CE (Tchécoslovaquie, voir Chapitre 5) car nous n’avons pas
d’informations sur cette population. Ces individus ont été lachés au nord de la réserve (Pas de
la Lauze, Chapitre 5) et, si ces individus étaient porteurs de ’H002 et se sont implantés, il est
possible qu’ils aient participé a brouiller le signal génétique d’introduction de Cadarache au

nord de la réserve.

Concernant les autres populations, on s’attendait a observer une plus grande proximité
génétique entre Bavella, Cadarache et Chambord qu’entre Cinto et ces derni¢res populations
puisque la littérature renseigne le fait qu’elles sont issues de l’introduction d’individus de
Bavella (et autres sources pour Chambord, Dubray 1988, Corti et al. 2011, Encadré 2,
Chapitre 5, Figure 17). Pour Cadarache, seul 1’haplotype HOO1 semble étre présent et cela
correspond avec 1’haplotype majoritaire de Bavella. La population de Cadarache semble avoir
été¢ formée a partir d’un seul couple d’individus et donc la présence d’une seule femelle
fondatrice, ce qui correspond avec la présence d’un seul haplotype dans cette population. Pour
Chambord, la DAPC montrait une plus grande proximité avec Cinto qu’avec Bavella, et on
retrouve a Chambord comme a Cinto, une majorit¢ d’H002. Cependant, la valeur de Fs¢ était
plus faible entre Chambord et Bavella qu’entre Chambord et Cinto. Il se peut que seuls des
individus (bien que minoritaires) portant I’HO02 aient été échantillonnés a Bavella afin de
constituer la population de Chambord, expliquant I’absence d’HO01 a Chambord. Par ailleurs,
la présence de I’HO04 uniquement a Chambord correspond a ’origine variée de cette
population, cette diversité n’ayant pas été échantillonnée lors du lacher des individus de

Chambord au CE.

Enfin, concernant les populations Corses, plusieurs hypothéses peuvent expliquer le

patron observé (i.e. haplotypes majoritaires différents). Tout d’abord, méme s’il ne peut pas
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étre exclu que ’HO002 est apparu a Bavella suite a une mutation, tout comme I’H001 a Cinto,
expliquant les faibles proportions de ces haplotypes dans ces populations, la présence des
deux haplotypes dans les deux populations Corses peut également laisser supposer une origine
commune de ces deux populations. Les différences d’haplotypes majoritaires peuvent étre
expliquées par les forts goulots d’étranglement subi par 2 populations (voir Chapitre 5). En
effet, la dérive a peut étre impacté différemment les fréquences haplotypiques dans les deux
populations menant au patron de répartition que I’on observe aujourd’hui. La présence de 3
haplotypes trouvés a Cinto mais pas a Bavella peut également tendre a indiquer que Bavella
serait un sous échantillon de Cinto, ou bien que la population de Cinto a été formée a partir
d’individus d’origines plus diverses que celle de Bavella, ou encore que le goulot

d’étranglement a été beaucoup plus fort a Bavella qu’a Cinto.

L’utilisation des ADN nucléaires et mitochondriaux des différentes populations
sources du CE n’a pas permis de complétement confirmer 1’hypothése du signal historique
expliquant la proximité génétique des femelles du nord et du sud de la réserve. Cela a en
revanche permis de comprendre un peu mieux 1’histoire des populations Corses de mouflons,
méme si de nombreuses questions restent ouvertes. Il est important de noter ici que ces
résultats sont préliminaires (réception des données en juillet 2018) et des études
supplémentaires en métropole (e.g. CE et Chambord), comme en Corse, seront nécessaires
afin de mieux comprendre les différents signaux génétiques détectées. Notamment, il serait
intéressant d’augmenter les tailles d’échantillons et de procéder au génotypage et au
séquengage d’individus supplémentaires des différentes populations pour confirmer les
tendances quantitatives détectées avec I’ADN mitochondrial et pour confirmer les signaux
génétiques observés au niveau nucléaire. En effet, a Cadarache et Chambord, les résultats des
analyses de génétique des populations réalisées sur 17 et 27 individus peuvent manquer de
puissance statistique, expliquant possiblement les résultats contradictoires entre la DAPC et
les Fist. Par ailleurs, en augmentant les tailles d’échantillons dans le massif du CE, il pourrait
étre intéressant d’¢largir 1’échelle spatiale de 1’étude en séquencant des individus en dehors de
la réserve. Cela nous permettrait d’avoir une vision plus globale et de confirmer les
fréquences haplotypiques mises en évidence ici. On peut par exemple imaginer qu’un nombre
plus important d’individus soient porteurs de ’HOO1 au nord du massif mais que ces animaux

résident hors de la réserve.

En Corse, malgré un échantillonnage plus important dans cette étude par rapport aux
précédentes (Rezaei et al. 2010, Guerrini et al. 2015), nous n’avons pas retrouvé toute la

diversit¢ en haplotypes identifié¢e dans Guerrini et al. (2015). Augmenter les tailles
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d’échantillons pourrait donc, ici aussi, constituer une poursuite intéressante de 1’étude. De
méme, afin de comprendre plus précisément 1’histoire du mouflon Corse, il serait intéressant
de mettre en place une collaboration avec Guerrini et al., et d’intégrer des séquences de
mouflons Sardes (Ovis gmelini musimon var. musimon) et iraniens (Ovis orientalis) dans nos

analyses.

Dans le massif du Caroux-Espinouse (CE), nous avons mis en évidence que males et
femelles se comportaient différemment et que les males assuraient plus de flux de geénes que
les femelles. Nous avons également mis en évidence que les femelles avaient une structure
génétique impactée par leur structure socio-spatiale mais aussi par 1’histoire d’introduction de
la population. Afin de mieux comprendre le fonctionnement des populations de mouflons, il
est intéressant de pouvoir étudier la structure génétique dans plusieurs populations. Nous
allons, pour cela, compléter les résultats obtenus sur le CE en se focalisant sur les 2
populations de Corse. Nous avons vu dans la partie précédente que la différenciation
génétique entre Bavella et Cinto était forte (Fst =~ 0.22 et 11 alléles privés), mais comment
cela se passe-t-il a 1’échelle intra-populationnelle ? Comment se font les flux de génes entre
les individus ? Comment s’organisent les populations dans les grands massifs montagneux
qu’elles occupent ? Les males et les femelles ont-ils le méme comportement ? Les flux de

N . s . . 4
génes se font-ils de maniére identique dans les deux sexes ?°

Avoir un premier apercu de la structure génétique spatiale des populations de Corse
pourra nous permettre de commencer a répondre a ces questions et d’identifier des éléments
structurants pour ces animaux chez qui aucune étude de génétique des populations n’a encore
¢té menée. Les populations de Bavella et Cinto occupent une aire de répartition bien
supérieure a celle de la réserve du CE® et on peut ainsi s’attendre a ce que les éléments

structurant ces populations soient différents de ceux précédemment identifiés.

3 Nous utiliserons ici les données microsatellites précédemment utilisées (Addendum 2) pour étudier la structure
génétique spatiale des populations de Corse.

% Pour rappel, les populations Corses occupent une aire de répartition bien supérieure & celle occupée par les
mouflons Méditerranéens de la réserve du Caroux-Espinouse (53 000 ha pour Cinto et 29 800 ha pour Bavella
contre 20 000 ha au Caroux-Espinouse et 1 700 ha dans la réserve ou les études ont été menées jusque-la (voir
Chapitre 5).
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4.1. Bavella

Dans la population de Bavella, deux loci ont montré la présence d’alleles nuls (voir
Chapitre 7, 3) et ont donc été retirés du jeu de données. Les analyses présentées ici reposent
donc sur 14 loci. Concernant la diversité génétique, la population considérée dans son
enticreté¢ présente un Fis de 0.060 significativement différent de zéro. La richesse allélique
(RA) moyenne est assez basse (2.75), deux loci sont monomorphes et la plupart des loci ont

une RA aux alentours de 3. Les hétérozygoties observée et attendue moyennes sont de 0.4.

Nous avons dans un premier temps réalis¢ une DAPC (Kmax = 10, 10 composantes
principales retenues) afin de déterminer le nombre le plus probable de groupes génétiques
dans la population au sein de chaque sexe. Les analyses sont basées sur 23 femelles et 31
méles®®. Pour les femelles comme les males, la DAPC indique un nombre optimal de 2
clusters (Figure 38). Dans ces 2 clusters, pour chaque sexe, les succes d’assignation sont de
100% et pour les femelles, le pourcentage de variance expliqué par la fonction discriminante
retenue est de 69.6% contre 87.1% pour les males. Pour les femelles, les probabilités
d’assignation varient de 0.94 a 0.99 et pour les males, aucun individu ne présente une

probabilité d’assignation inférieure a 0.99.

Lorsque I’on représente les assignations sur une carte, on retrouve une structure
génétique spatiale similaire entre males et femelles, les individus se divisant en un groupe
majoritairement localisé au nord du massif (bleu clair pour méles et femelles, Figure 39) et un
autre au sud (bleu foncé pour les 2 sexes, Figure 39). On retrouve néanmoins deux femelles
assignées dans le groupe le plus au nord mais localisées au sud et quelques males assignés au
groupe « nord » également localisés au sein du groupe « sud ». La différenciation génétique
est trés ¢élevée entre les 2 groupes pour les 2 sexes (Fst = 0.189 pour les femelles et 0.147

pour les males).

*% A noter ici : dans la partie précédente (Chapitre 7, Addendum 2), nous avions 60 individus alors qu’ici 23
femelles et 31 males ont été considérés dans les analyses. Cela est dii au fait que nous ne connaissions pas le
sexe de 6 des individus échantillonnés.
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Figure 38: Valeurs de BIC obtenues avec la DAPC pour les femelles et les mdles de la
population de Bavella.
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Figure 39: Assignations des males et femelles dans leurs clusters génétiques tels qu'inférés

par la DAPC dans la population de Bavella.

Le niveau de gris représente l’altitude dans le massif (blanc, basse altitude (minimum 4m),

noir, haute altitude (maximum 1718m)).
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La structure génétique au sein de la population de Bavella ne semble donc pas varier
en fonction du sexe. C’est pourquoi, afin de gagner en puissance statistique (augmentation de
la taille d’échantillon) dans la suite, nous regrouperons males et femelles (obtenant un total de
60 individus : 23 femelles, 31 males et 6 individus au sexe non identifi¢). En refaisant une
DAPC sur tous les individus on obtient également un nombre de cluster optimal de deux et
exactement les mémes assignations entre les deux clusters que lorsque males et femelles
¢taient analysés indépendamment (98% de succes d’assignation et 81.3% de variance
expliquée). Dans les deux clusters (21 et 39 individus), les probabilités d’assignation étaient
toutes supérieures a 0.99, excepté pour un individu dans le second cluster qui avait une

probabilité d’assignation de 0.76.

Le Fst entre les deux groupes, une fois tous les individus groupés, est de 0.170
(significativement différent de zéro) et il y a 8 alleles privés, confirmant un taux d’échanges
génétiques tres bas entre les deux groupes. Lorsque ’on recalcule les indices de diversité
génétique au sein de chaque cluster, on observe que les Fis (-0.04 et -0.06 pour les deux
groupes) ne sont plus significativement différents de zéro, indiquant que la significativité du
Fis dans la population considérée enticre é€tait due a la présence de sous-structuration
génétique. Par ailleurs, les valeurs de richesses alléliques et d’hétérozygoties sont
équivalentes aux valeurs obtenues lorsque 1’on considérait la population entiere et également
similaires entre les 2 sous-populations (2.5 et 2.3 pour les richesses alléliques, 0.40 et 0.32

pour les hétérozygoties attendues).

Nous avons également réalis¢ le clustering avec les logiciels STRUCTURE (Kmax =
5, 1000 000 d’itération et 300 000 de burn-in) et SNAPCLUST et les mémes assignations
qu’avec la DAPC ont ¢été obtenues. Pour STRUCTURE, les probabilités d’assignation
variaient entre 0.80 et 0.99 pour le premier cluster (21 individus, avec seulement 3 individus
ayant une probabilité d’assignation inférieure a 0.90) et entre 0.59 et 0.99 pour le second (39
individus, avec seulement 1 individu ayant une probabilité d’assignation inférieure a 0.90).
Pour SNAPCLUST, les probabilités d’assignation variaient entre 0.82 et 0.99 pour le premier
cluster (21 individus, avec seulement 1 individu ayant une probabilité d’assignation inférieure

2 0.90) et entre 0.96 et 0.99 pour le second (39 individus).

Enfin, afin de confirmer cette structure nord-sud, nous avons appliqué les méthodes
spatialement explicites. La sSPCA (paramétrée de la méme maniere que dans I’Article 1) a
révélé une structure globale significative (p = 0.0001), mais pas de structure locale (p = 0.87).
Le premier axe tenait compte d’une grande partie de la variance et de 1’auto-corrélation

spatiale (I = 0.39, var = 1.95) et la premicre valeur propre était égale a 0.19, alors que les
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suivantes étaient inférieures a 0.1. La sSPCA révele, comme la DAPC et les autres méthodes de
clustering, une structure nord-sud (Figure 40A). GENELAND (Kmax = 15, 10 jeux de
simulations avec 1 500 000 itérations et 10 000 itérations de burn-in) confirme également la
présence de deux clusters génétiques (les 10 jeux de simulations indiquent K = 2 comme
valeur optimale) et le patron nord-sud précédemment identifié (Figure 40B). Les probabilités
d’assignation inférées par GENELAND sont, comme observé avec les autres méthodes, tres

¢levées (entre 0.98 et 1 et 0.99 et 1 pour les deux clusters).

Altitude (m)
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Figure 40: Carte géographique des scores de la sPCA sur le premier axe global (A) et
probabilités postérieures d’assignation inférées par GENELAND pour K = 2 (B) pour les

mouflons de la population de Bavella en Corse.

Sur le panel A, le niveau de gris représente [’altitude dans le massif.

4.2. Cinto

Dans la population de Cinto, 5 loci (voir Chapitre 7, 3) ont montré la présence
d’alléles nuls et ont donc été retirés du jeu de données (11 loci inclus dans les analyses).
Comme pour Bavella, lorsque I’on considére la population dans son entiereté, le Fis de 0.05
est significativement différent de zéro. La richesse allélique (RA) moyenne est basse (2.99) et
un locus est monomorphe. Les hétérozygoties observée et attendue moyennes sont de 0.44 et

0.46, respectivement.

Les DAPC (Kmax = 10, 10 composantes principales retenues), réalisées chez les

femelles (51 individus) et chez les males (38 individus), ont révélé la présence de deux
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clusters génétiques pour chacun des sexes (18 individus dans le premier groupe et 33 dans le
second, Figure 41). Pour les femelles, les probabilités d’assignation dans chacun des 2
clusters varient de 0.88 a 0.99 et les succes d’assignation sont de 100%. Pour les males, les
probabilités d’assignation varient de 0.92 a 0.99 et les succes d’assignation sont de 100%.
Pour les femelles, le pourcentage de variance expliqué par la fonction discriminante retenue

est de 83.1% contre 87.1 pour les males.

Femelles Males
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Figure 41: Valeurs de BIC obtenues avec la DAPC pour les femelles et les males de la

population de mouflons de Cinto.

Lorsque ’on représente les assignations sur une carte, on peut voir que, comme a
Bavella, males et femelles ont une structure génétique spatiale similaire, les individus se
divisant en un groupe localis¢ au nord du massif (bleu clair pour méles et femelles, Figure 42)
et un groupe au sud (bleu foncé pour les 2 sexes, Figure 42). On retrouve quelques individus
des deux sexes assignés dans un groupe mais géolocalisés au sein de 1autre. La
différenciation génétique est ici aussi tres €élevée entre les 2 groupes pour les 2 sexes (Fst =

0.148 pour les femelles et 0.147 pour les males).

Compte tenu de la similitude des structures génétiques male et femelle, nous avons
regroupé¢ tous les individus pour la suite des analyses (96 individus dont 51 femelles, 38 males
et 7 individus au sexe non identifi¢). La DAPC, sur le jeu de données complet révele 2
clusters (41 et 55 individus, 100% de succes d’assignation et 80.3% de variance expliquée)
dans lesquels les probabilités d’assignation varient de 0.81 a 0.99 pour le groupe 1 (un seul
individu en dessous de 0.90) et de 0.64 a 0.99 pour le groupe 2 (5 individus en dessous de
0.90).
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Figure 42: Assignations des males et femelles dans leurs clusters génétiques tels qu'inférés

par la DAPC dans la population de mouflons de Cinto.

Le niveau de gris représente I’altitude dans le massif (blanc, basse altitude (minimum 0 m),

noir, haute altitude (maximum 2082 m)).

Le Fist entre les groupes nord et sud est de 0.144 (significativement différent de zéro)
et il y a 3 alleles privés. Comme précédemment, les Fis par clusters (-0.080 et 0.018) ne sont
plus différents de zéro. Les richesses alléliques par cluster sont de 2.8 et 2.7 et les
hétérozygoties attendues sont de 0.47 et 0.40. Comme pour Bavella, STRUCTURE et
SNAPCLUST confirment la présence de 2 clusters génétiques et le patron nord-sud. Les
clusters créés par SNAPCLUST sont identiques a ceux créés par la DAPC et les probabilités
d’assignation varient de 0.75 a 0.99 (6 individus < 0.90) et de 0.73 4 0.99 (8 individus < 0.90).
Les clusters constitués par STRUCTURE sont quant a eux légérement différents de ceux
constitués par la DAPC puisqu’ils contiennent 38 et 58 individus, les probabilités
d’assignation variant de 0.66 a 0.98 (12 individus < 0.90) et de 0.58 a 0.98 (19 individus <

0.90) au sein de ces groupes.

Enfin, la sPCA a révélé une structure globale significative (p = 0.002) mais pas de
structure locale (p = 0.31). Le premier axe tenait compte de la majeure partie de la variance et
de I’auto-correlation spatiale (I = 0.49, var = 2.22). La premicre valeur propre était égale a

0.27 alors que les suivantes étaient inférieures a 0.07. Cette structure globale correspond a la
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structure nord-sud précédemment observée (Figure 43A). GENELAND a quant a lui révél¢ la
présence de 3 clusters génétiques (les 10 jeux de simulation indiquent K = 3) constitués de 24,
16 et 35 individus et dans lesquels les probabilités d’assignation varient de 0.54 a 0.69, de
0.43 20.47 et de 0.47 a 0.51. Les clusters génétiques révélés par GENELAND sont cohérents

géographiquement (Figure 43B) mais présentent des probabilités d’assignation assez basses.
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Figure 43: Carte géographique des scores de la sPCA sur le premier axe global (A) et
probabilités postérieures d’assignation inférées par GENELAND pour K = 3 (B) pour les

mouflons de la population de Cinto en Corse.

Sur le panel A, le niveau de gris représente [’altitude dans le massif.

4.3. Conclusions

L’un des premiers éléments mis en évidence par cette étude est la présence d’une
diversité génétique relativement faible comparée, par exemple, a celle observée dans le massif
du Caroux-Espinouse (CE). Les deux populations de Bavella et Cinto semblent avoir subi
d’importants goulots d’étranglements (voir Chapitre 5) qui peuvent expliquer que la diversité
génétique soit limitée. Ensuite, contrairement a ce que nous avons pu observer dans le CE, en
Corse, les structures génétiques sont similaires entre les males et les femelles. A ’échelle
spatiale a laquelle la présente étude a été réalisée, il semblerait que nous ne distinguions pas
de différences comportementales entre males et femelles. Il est possible que, contrairement a
ce que I’on observe dans le CE, les males et les femelles aient des comportement similaires en
Corse. Cela serait néanmoins €tonnant aux vues de ce que 1’on sait des autres especes de
mouflons (Chapitre 4). Donc, bien que les mouflons Corses puissent se comporter

différemment de ceux du CE (e.g. migration saisonni¢re, Marchand 2015, Sanchis 2018), une
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autre explication peut étre que nous n’avons pas travaillé a une échelle spatiale suffisamment
fine pour détecter ces différences de structure. En effet, 'importante différenciation génétique
existant entre les groupes génétique nord et sud peut masquer des structures plus fines qui
pourraient exister au sein de chaque groupe. Mener des ¢tudes de génétique des populations a
I’intérieur de chaque groupe permettrait de vérifier si males et femelles ont des structures
génétique différentes. Pour cela, il sera néanmoins nécessaire d’augmenter les tailles

d’échantillons dans les deux groupes afin de ne pas manquer de puissance statistique.

La structure nord-sud mise en évidence dans les deux populations Corses a été
identifiée par différentes méthodes indiquant un signal génétique trés fort. A Cinto, cette
structure nord-sud est également observée avec I’ADN mitochondrial (Figure 44). Dans cette
population, GENELAND reconstruit, au contraire des autres méthodes, trois groupes
génétiques, ce qui semble indiquer qu’il existe une structure génétique plus fine que ce que les
autres méthodes retranscrivent. Que 1’on considére deux ou trois groupes génétique, il
semblerait que les individus se répartissent en fonction du relief dans cette population. La
chaine montagneuse du Monte Cinto semble en effet séparer les 2 groupes principaux
identifiés par toutes les méthodes employées, bien que quelques individus semblent 1’avoir
traversé. Le troisieme groupe créé par GENELAND est quant a lui séparé des autres par le «
Capu a u Verdatu » culminant a 2583m. Afin de confirmer I’existence d’un niveau de
structure génétique inférieur a celui scindant la population en deux, il serait intéressant de
réaliser les analyses de clustering au sein de chaque groupe identifi¢ ici. A Bavella, la limite
de population dessinée par GENELAND (et visible également sur les autres résultats
d’analyse) sépare la zone montagneuse dans laquelle se situent les aiguilles de Bavella, de la
zone comprenant les aiguilles « d’Urnucciu et la Punta di Ferriate », suivant la seule route du
secteur (départementale 268). Cette route longe la vallée séparant les 2 zones montagneuses
précitées et il se peut donc que la route comme la vallée bloquent les flux de geénes entre les 2
groupes génétiques identifiés. Les structures linéaires ont des effets sur les mouvements des
individus du CE (Marchand et al. 2017a) et il est possible que ce type d’¢lément paysager

bloque les flux de genes a Cinto et Bavella.
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Figure 44:Répartition géographique des haplotypes du Cytb identifiés dans la population de
Cinto en Corse.
Le niveau de gris représente l’altitude dans le massif (blanc, basse altitude (minimum 0 m),

noir, haute altitude (maximum 2082 m)).

Dans le massif du Caroux-Espinouse, les facteurs structurant la population étaient la
structure socio-spatiale et I’histoire d’introduction. Etant donné I’échelle a laquelle les
populations Corses ont été étudiées, le fait qu’il n’y est pas de différences males-femelles et la
forte différenciation génétique observée entre les groupes, il est peu probable que la structure
socio-spatiale soit responsable des patrons observés a Cinto et Bavella. En revanche, I’histoire
d’introduction peut étre un élément important. Méme si nous n’avons pas d’information sur
I’introduction du mouflon en Corse qui a eu lieu a une époque trop ancienne pour cela, on
peut envisager le fait que des individus aient été « lachés » (ou « laissés », voir Chapitre 4) de
chaque coté de la chaine de montagne du Monte Cinto, ou bien de la vallée séparant les 2
zones montagneuses de Bavella, créant ainsi deux sous-populations initiales dans chaque
population Corse. En appliquant les mémes méthodes d’analyses qu’au CE a une échelle
spatiale différente, nous avons révélé qu’il pouvait exister différents niveaux de strucutre
génétique dans les populations de mouflons et nous avons identifié certains éléments
structurant les populations de mouflons Corses. Etant donné la fine échelle spatiale a laquelle

la population du CE est structurée (= 1700 ha), il est important que la suite de ces travaux vise
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a étudier la structure génétique au sein des différents groupes identifiés ici pour déterminer

quels ¢éléments impactent les flux de génes chez le mouflon Corse a échelle spatiale plus fine.

Comme nous avons pu le voir dans la premiére partie de ce manuscrit (Chapitre 1), le
paysage peut étre un facteur déterminant des taux d’échanges génétiques entre les sous-
populations. Afin de vérifier I’effet des routes, des lignes de crétes et autres éléments
paysagers sur les flux de génes chez le mouflon, dans la suite, nous utiliserons la génétique du
paysage (voir Chapitre 1, Encadré 2) pour mesurer la connectivité fonctionnelle des différents
massifs étudiés. Au CE, si la structure génétique est encore déterminée par 1’histoire
d’introduction, le paysage, en réduisant les flux de geénes entre les différentes unités socio-
spatiales, peut avoir participé au maintien de ce signal génétique historique. A Cinto et

Bavella, le paysage peut étre responsable de la subdivision en deux sous-populations.
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Abstract.

Context In natural populations, gene flow often represents a key factor in determining and
maintaining genetic diversity. In a worldwide context of habitat fragmentation, assessing the relative
contribution of landscape features to gene flow thus appears crucial for sustainable management of
species.

Objective We addressed this issue in Mediterranean mouflon (Ovis gmelini musimon *x Ovis sp.) by
combining previous knowledge on behavioral ecology with landscape genetics. We also assessed
how sex-specific behavioral differences translated in term of functional connectivity in both sexes.
Methods We relied on 239 individuals genotyped at 16 microsatellite markers. We applied a model
optimization approach in a causal modeling framework of landscape genetics to test for the effects
on gene flow of habitat types and linear landscape features previously identified as important for
movements and habitat selection in both sexes. Five resistance values were alternately assigned to
these landscape characteristics leading to a comprehensive set of resistance surfaces.

Results Isolation by resistance shaped female gene flow, supporting the central role of linear
landscape features as behavioral barriers for animal movements. Conversely, no isolation by
resistance was detected in males. Although a lack of statistical power cannot be discarded to explain
this result, it tended to confirm that males are less influenced by landscape structures during the
mating period.

Conclusions Combining previous knowledge on behavioral ecology with results from landscape
genetics was decisive in assessing functional landscape connectivity in both sexes. These results
highlighted the need to perform sex-specific studies for management and conservation of dimorphic

species.

Keywords. Causal modelling, Ovis, functional landscape connectivity, landscape genetics,

mammals, Mediterranean mouflon
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Sébastien Devillard. Landscape genetics matches with behavioral ecology and brings new insight on the
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1.1. Introduction

Animal movements are linked to various fundamental biological processes (e.g. foraging,
dispersal, mating, Zeller et al. 2012) and determine in turn individual performance, gene flow
and population dynamics. At the inter- (e.g. metapopulations, sensu Moilanen & Hanski
1998) as well as at the intra-population scale, maintaining connectivity between demes,
habitat patches and individuals makes it possible to avoid strong impacts from stochastic
processes (demographic, environmental and genetic) and thus extinction vortices (Crooks &
Sanjayan 2006). Among the different elements that can impact and influence individual
movements, landscape plays a crucial role (e.g. Harris & Reed 2002, Cozzi et al. 2013,
Zimmerman et al. 2014, Seidler et al. 2014). Understanding the potential impact of landscape
on animal movements and its consequences on individual performance, gene flow and
population dynamics is thus of primary importance for conservation and sustainable
management of many species and populations in the current context of habitat loss and

fragmentation (Lande 1998, Fahrig 2003).

Landscape impacts on movements depend on several factors (e.g. landscape
composition, structure) and among them, a fundamental element is landscape connectivity.
Landscape connectivity was originally defined as “the degree to which the landscape
facilitates or impedes movement among resource patches” (Taylor et al. 1993). More recently,
landscape ecologists have asserted that there are actually two fundamental types of
connectivity: structural and functional. Structural connectivity refers only to physical
characteristics of landscapes, while functional connectivity considers the behavioral responses
of organisms to this physical landscape structure (Taylor et al. 2006, Baguette & Van Dyck
2007). Indeed, physically connected habitats are not necessarily functionally connected and
vice versa (e.g. unused corridors, Taylor ef al. 2006, Imong et al. 2014). Landscape functional
connectivity can vary between species, classes of individuals and individuals, since their
behaviors and movements can be drastically different. For instance, in polygynous mammal
species, males and females may exhibit very different dispersal movements (natal or
reproductive) (Greenwood 1980 but see Clutton-Brock & Lukas 2012) resulting in different
functional landscape connectivity values between sexes (e.g. Larroque et al. 2016b).
Accordingly, in conservation and management problematics, studies on landscape impacts on
movement must consider the functional connectivity of landscape for individual classes (e.g.

sex).

Assessing functional landscape connectivity is commonly achieved by identifying

“permeable” landscape elements that favor movement and “resistant” elements that impede it
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(Ray et al. 2002, Panzacchi et al. 2016, Beyer et al. 2016). The costs of moving across
different landscape elements are assessed based on biological data to establish resistance
surfaces (Zeller et al. 2012, 2016). Among the different biological data types that can be used
to estimate the resistance of each landscape element (see Zeller ef al. 2012 for a review),
genetic data makes it possible to focus on estimating the resistance imposed by the landscape
on gene flow. The study of gene flow is of primary concern for populations, since genetic
diversity has implications for population adaptability and viability, and hence conservation
(Frankham et al. 2004, Segelbacher et al. 2010). Due to the increasing need for landscape
connectivity assessment and restoration, the landscape genetics approach, combining
population genetics, landscape ecology and spatial statistics (Manel et al. 2003) and enabling
the direct measurement of functional connectivity in landscapes, has become a central topic
for researchers (Richardson et al. 2016). Unlike classic population genetics, landscape
genetics explicitly account for landscape resistance to movements and a common approach is
to relate genetic distances between individuals, groups or populations to distances that
account for landscape resistance to movements (e.g. least-cost distances). Based on this
framework, the impacts of landscape elements on gene flow have been illustrated in different
species (e.g. Coulon et al. 2004 in roe deer (Capreolus capreolus), Cushman et al. 2006 in
black bear (Ursus americanus), Larroque et al. 2016a in European pine marten (Martes
martes), Barros et al. 2016 in Egyptian mongoose (Herpestes ichneumon), Olah et al. 2017 in

scarlet macaws (Ara macao)).

A commonly used approach for obtaining a final resistance surface best describing
resistance of landscape to gene flow is to define several alternative resistance surfaces and
then determine which one best explains the spatial pattern of genetic variation observed
(“Two-stage empirical approach”, see Zeller et al. 2012). The definition of such alternative
resistance surfaces requires defining (i) the landscape characteristics and elements to consider
(e.g. those impacting movements) and (i1) the resistance values for each of these landscape
elements. The development of GPS monitoring, which enables the recording of fine-scale data
on animal movements (Nathan et al. 2008) provides a unique opportunity to shed light on the
two previous points by objectively quantifying the most important factors influencing
movements (e.g. habitat suitability/selection or step selection studies). Nonetheless, since they
do not focus on dispersal only, habitat suitability or preferences are not systematically related
to landscape resistance on gene flow (e.g. Wasserman et al. 2010, Reding et al. 2013, Mateo-
Sanchez et al. 2015, Roffler et al. 2016, Keeley et al. 2017) and as such might not be the most
suitable way to define landscape element resistance values. As an alternative to approaches

using a priori information, approaches making no a priori on resistance values are promising.
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However, testing every possible combination of resistance values for each of the landscape
elements considered exponentially increases the number of resistance surfaces to test and
concurrently the computation time. So far, and to our knowledge, few studies have used these
approaches and tested all possible combinations of resistance values of all environmental

parameters (but see Larroque et al. 2016a, b).

Numerous landscape elements, such as linear landscape features (e.g. Kuehn et al.
2007, Hepenstrick et al. 2012, Robinson et al. 2012, Parks et al. 2015, Wilson et al. 2015) or
habitat types and topography (e.g. Epps et al. 2007, Perez-Espona et al. 2008, Shirk et al.
2010, Robinson et al. 2012, Parks et al. 2015, Roffler et al. 2016, Gubili et al. 2017, Creech
et al. 2017) have been shown to influence gene flow in large herbivores and wild sheep.
Elevation has even been found to shape genetic diversity and extinction risks in desert
bighorn sheep (Ovis Canadensis nelson) (Epps et al. 2004, 2006) supporting the idea that
studying impacts of landscape on gene flow in wild sheep could be particularly relevant in
this group of species for which multiple conservation (e.g. Corsican mouflon populations,
Shackleton & ITUCN/SSC Caprinae Specialist Group 1997, Cypriot mouflon, (Ovis orientalis
ophion), Valdez 2008) and management purposes exist (e.g. trophy hunting; Harris &
Pletscher 2002, Hofer 2002; detrimental effects on native animal and plant species Chapuis et
al. 1994, Nogales et al. 2006, Bertolino et al. 2009). Here, we proposed to gain better
knowledge on functional connectivity in these species by studying, in a population of
Mediterranean mouflon (Ovis gmelini musimon x Ovis sp.), the impacts on gene flow of
several landscape characteristics known to influence habitat selection and animal movements.
In the studied population, animals have been shown to have marked habitat preferences
determined by land cover and topography all year round, with marked differences between
sexes (Marchand ef al. 2015b). Additionally, natural and anthropogenic linear landscape
features acted as behavioral barriers and influenced movements and home-range selection of
individuals (Marchand et al. 2017a). Accordingly, we evaluated the impacts on genetic
differentiation in the study population of the linear landscape features and land-cover classes
known to impact habitat selection and movements. We expected sex-specific effects of
landscape elements on gene flow, in accordance with the sex-specific space-use observed in
this dimorphic species exhibiting strong sexual segregation (Ruckstuhl & Neuhaus 2006,
Marchand et al. 2015b, 2017a, Bourgoin et al. 2018). More specifically, male gene flow
should be much less impacted by landscape features than female, as gene flow is thought to be
mostly insured by male reproductive dispersal in this population (reproductive excursions,
Marchand et al. unpublished data, Portanier e al. 2017) in which females are philopatric
(Dubois et al. 1992, 1994, Dupuis et al. 2002) and natal dispersal would be limited in males
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(Dubois et al. 1993, 1996, King & Brooks 2003). Furthermore, lower spatial and genetic
structures and weaker impacts of linear landscape elements on movements have been
observed in males than in females, in particular during the mating period (Dubois ef al. 1993,
1996, Marchand et al. 2017a , Portanier ef al. 2017) when males exhibit very different
behavior as compared to the rest of the year (e.g. hypophagia, Pelletier ef al. 2009, increased
movements, Karns et al. 2011, Jarnemo 2011) and use coursing as a mating strategy (Bon et
al. 1992, Dubois et al. 1993, 1996, Marchand et al. 2015b). Since linear landscape features
have been shown to have much higher impacts on movements than land cover (Marchand et
al. 2017a), we also expected these landscape elements to be the principal driver of gene flow

for females.

Based on 16 microsatellite loci, we tested a comprehensive set of resistance maps by
using five possible resistance values for each of the nine landscape elements known to impact
mouflon movements and representing natural or anthropogenic linear features, resource
and/or refuge areas. We then selected for each sex the resistance surface best describing the
landscape genetic resistance using a model optimization framework modified from the
univariate optimization procedure of Shirk ef al. (2010) and Larroque ef al. (2016a,b). Then,
to determine if there was a spatial genetic structure and to disentangle between isolation-by-
distance (IBD, when only geographic distance plays a role) and isolation-by-resistance (IBR,
when landscape resistance impacts gene flow, McRae 2006) patterns of genetic variation, we
used a causal modeling framework (Cushman et al. 2006, 2013), assessing if least-cost

distances were correlated to levels of genetic differentiation between individuals.

1.2. Material & Methods
1.2.1. Study population, data collection and species

Data were collected in the low mountain Caroux-Espinouse massif (43°38’N, 2°58°E, 17,000
ha, 130-1,124 m a.s.l, southern France, Figure 45a). The studied Mediterranean mouflon
population grew from the release of nineteen individuals between 1956 and 1960 (Garel ef al.
2005b, Portanier et al. 2017) and inhabits a National Hunting and Wildlife Reserve (1658 ha,
532-1,124m above sea level; hereafter called "reserve"). Habitat is characterized by deep
valleys indenting plateaus and creating a mosaic of ridges and talwegs (Marchand et al.
2017a, Figure 45c,d). Vegetation is an irregular mosaic of deciduous and coniferous forests
with open areas dominated by rocky areas and broom moorlands (Marchand et al. 2015b,

Tableau 20, Figure 45b). Within the reserve hunting is forbidden and recreational activities

193



Chapitre 8
Impacts du paysage sur les flux de genes

are restricted to hiking on a few main trails (Marchand et al. 2014a) but in surrounding

unprotected areas, both sexes are harvested each year since 1973 (Garel et al. 2007).

a)

Broom moorlands
Coniferous forests
Grass rich areas > 900m < 10°
Grass rich areas < 900m = 10°
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Figure 45 : Description of the Caroux-Espinouse massif where landscape resistance was
investigated for Mediterranean mouflon. (4) Geographic location of the Caroux-Espinouse
massif in France. (B) Land-cover classes considered in landscape genetics analyses. (C)
Linear landscape features considered in landscape genetics analyses. (D) Digital elevation

model represented with spatial locations of individuals as defined in the main text.

Grass-rich areas were classified in two classes according to elevation and slope (on plateaus
with slope < 10°, elevation > 900 m or on slopes with slope >10°, elevation < 900 m). Rocky
areas were classified according to slopes (gently-sloped rocky areas if slope was < 30° and
steeply-sloped rocky areas if slope was > 30°). Anthropogenic linear features included roads,

tracks, hiking trails, while natural linear features included ridges, talwegs, forest edges.

Since 1974, individuals have been annually captured in the reserve. Animals are
marked and biometric measurements and hair sampling are performed. Marked animals are
visually monitored year-round and spatially located. Since 2003, some individuals have also
been equipped with GPS collars (see Marchand et al. 2014b, 2015b for more details). All
captures, handling, sampling and collaring were done according to the appropriate national

laws for animal welfare and procedures were approved by the pertinent administration.

194



1. Génétique du paysage et écologie comportementale s’accordent, apportant de nouvelles
connaissances sur la connectivité fonctionnelle chez le mouflon Méditerranéen (Article 2).

In the study population, philopatric (Dubois et al, 1992, 1994, Dupuis et al. 2002)
Mediterranean mouflon ewes are sexually mature from 1.5 years of age and monotocous
(twinning rate is <3%; Garel et al. 2005b). Although probably sexually mature at 2 years old
(see Festa-Bianchet 2012 in bighorn sheep (Ovis canadensis)), only rams three or more years
old have been observed involved in rutting activities (Bon et al. 1992, 1995a). Mature males
and females segregate most of the year but less during the rut as males join females to mate
(Bon & Campan 1989, Bon et al. 1992, Dubois et al. 1993, Le Pendu et al. 1996, Cransac et
al. 1998, Bourgoin ef al. 2018). The mating system is thought to be polygynous with a few
large males achieving most of the mating (see Geist 1971 for Dall’s sheep (Ovis dalli), see

Jarman 1983, Hogg 1987 for bighorn sheep).

Tableau 20: Description of the nine landscape elements used in landscape genetics analyses

(reproduced with permission from Marchand et al. 2015b, 2017a, see also Figure 45b, c).

Landscape variable Description

Deciduous trees: beech, Fagus sylvatica, chestnut
Deciduous forests tree, Castanea sativa, holm oak, Quercus ilex,

and mixed deciduous patches at altitude < 900m

Coniferous forests Coniferous trees at altitude > 900m
Gently-sloped rocky areas Rocky areas with slope < 30°
Steeply-sloped rocky areas Rocky areas with slope > 30°

Heather and blueberry moorlands, pastures,
Grass-rich areas in slopes meadows and artificial cultures devoted to
wildlife with slope > 10° and altitude < 900 m
Heather and blueberry moorlands, pastures,
Grass-rich areas on plateaus meadows and artificial cultures devoted to
wildlife with slope < 10° and altitude > 900 m
above sea level
Broom and fern moorland Broom and fern
Anthropogenic linear features Roads, tracks and hiking trails
Ridges, talwegs (lines of lowest elevation within

Natural linear features
a valley) and forests edges

As other wild sheep species, Mediterranean mouflon are known to be poor dispersers
with expected small dispersal distances, especially for females (Geist 1971, Dubois et al.
1994, Gross et al. 2000, Worley et al. 2004, Marchand et al. unpublished data). Males are
nevertheless more mobile than females, with both natal dispersers and philopatric individuals

observed (unknown proportions, see Dubois et al. 1993, 1996, King & Brooks 2003).
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Additionally, rams have been shown to perform excursions (temporary movements outside an
established home range) during the rutting period (October-December, Bon et al. 1992,
Marchand ef al. unpublished data) that are thought to insure gene flows (Portanier et al.
2017). Both faithful to their rutting site and unfaithful males have been observed (Dubois et
al. 1993, 1996, Dupuis et al. 2002, Martins et al.2002).

Mediterranean mouflon is a wild grazer ungulate species (Cransac et al. 1997a, Cazau
et al. 2011, Marchand et al. 2013). Sex-specific trade-offs between habitats providing food
and cover have been found in this population (Marchand et al. 2015b). Typically, safe habitats
(rocky or cover areas) are favored over food-rich habitats during rutting/hunting (September-
February) by both sexes, and also during lambing (March-June, Bon ef al. 1993b) by females.
Females switched to the best foraging (grass-rich areas on plateaus) habitats in summer when
lambs were weaned. Additionally, linear landscape features have been found to be even more
determinants for animal movements than land cover, with mouflon avoiding crossing both
anthropogenic (i.e. roads, tracks and hiking trails) and natural landscape features (i.e. ridges,
talwegs and forest edges, Marchand et al. 2017a). No seasonal migration has been reported in
this population (mean overlap of home ranges through the year for males: 89.8 + 2.5% and for

females: 88.4 + 4.5%; Marchand ef al. 2014b and unpublished data).

1.2.2. Microsatellites genotyping

We used hair samples from 262 individuals trapped between 2010 and 2014, i.e. within a time
period inferior to generation time of mouflon (4.21 years, Hamel et al. 2016), which should
limit temporal genetic structure. Genotyping was performed by the Antagene laboratory
(Limonest, France, www.antagene.com) following the procedure presented in Portanier et al.
(2017). Each DNA sample was typed at 16 microsatellites markers (see Portanier et al. 2017).
Analyses were performed on individuals of both sexes expected to have a fixed home range
outside the rutting period, i.e. females two or more years old and males four or more years old
(e.g. Dubois et al. 1992, Dubois et al. 1993, Dupuis et al. 2002). Information about genetic
diversity and Hardy-Weinberg equilibrium in the population are available in Portanier et al.

(2017).

Among the genotyped samples, two outliers and five pairs of twins were identified
using a correspondence analysis (CA) and the matching option in GenAlex v.6.501 (Peakall
& Smouse 2006, 2012), respectively. Outliers, and one of the two twins for each pair, were
randomly deleted to prevent bias in subsequent analyses. Among the remaining individuals,

we considered in the following analyses 239 individuals (77 males and 162 females) with
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fixed home ranges, at least 13 successfully genotyped genetic markers and for which spatial
locations were available. Comparison of the observed genotypes with the distribution of
randomized genotypes generated with the program MICROCHECKER v.2.2.3 (Van

Oosterhout ef al. 2004) revealed that there were no null alleles in the data set.

1.2.3. Landscape genetics analyses

We used a causal modeling framework (Legendre & Troussellier 1988, Legendre 1993,
Cushman et al. 2006, 2013) to distinguish between isolation by distance (IBD) and isolation

by resistance (IBR) as spatial drivers of genetic differentiation in our population.
1.2.2.1. Genetic distances

Since it was especially designed to estimate genetic differentiation among individuals in
continuous populations and was shown to perform well in landscape genetics studies (Shirk et
al. 2017), the &, (Rousset 2000) pairwise genetic distance was calculated using SPAGeDI 1.5
software (Hardy & Vekemans 2002).

1.2.3.2. Spatial locations of mouflon

We considered genotyped individuals for which at least 5 spatial locations were available.
GPS spatial locations (85 females and 32 males: from 5 to 8570 locations) or visual resighting
(104 females and 45 males without GPS collars: from 5 to 73 locations) were averaged to
assign each individual at the centroid of all its spatial locations (Figure 45d). This centroid

value was used as spatial location for each individual.
1.2.3.4. IBD model

The IBD model predicts that genetic distance between individuals increases with increasing
geographic (Euclidean) distance. In the IBD model, pairwise Euclidean geographic distances
(straight line, hereafter EuD) were calculated. These distance were topographically corrected
(i.e. taking into account elevation changes between pixels, digital elevation model with a 25m
resolution, BD ALTIO, French National Institute of Geography, www.ign.fr, see Figure 45)
following the method reported in Larroque ef al. (2016a).

1.2.3.5. IBR models definition and optimization

The IBR model predicts that genetic distance between individuals increases with increasing
resistance of the landscape between them. In IBR models, the resistance distance was
calculated using least-cost pathways between each pair of individuals.

Seven land-cover classes and two types of linear structures (natural and

anthropogenic) known to impact habitat selection, home range selection and movements of
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mouflon were considered in the different resistance surfaces modeled (Figure 45b,c, Tableau
20). These habitat categories explicitly took into account slope and elevation parameters
(Figure 45b, Tableau 20, see Marchand et al. 2015b, 2017a for details). Habitat map was
derived from a SPOT satellite image and field validation in a 25x25m grid (Tronchot 2008),
and the digital elevation model was used to derive slope (see Marchand et al. 2015b). Each
pixel was characterized by the dominant habitat type (Figure 45b). Linear landscape features
were derived in accordance with Marchand et al. (2017a). Natural linear landscape features
referred to ridges, talwegs and forest edges and were extracted from the digital elevation
model and the BD FORETO (French National Institute of Geography, http://www.ign.fr).
Anthropogenic linear landscape features referred to roads, tracks and hiking trails and were
extracted from the BD CARTOO©O (French National Institute of Geography,
http://www.ign.fr). A 15m buffer was applied to linear landscape features to reinforce their
size and avoid raster breaks. In order to avoid artificial map boundary effects that might affect
directional choice of the least-cost algorithm and bias resistance values estimations (see Koen
et al. 2010), we buffered 2km around individual locations to define study area limits (Figure
45d). In our case, two kilometers made it possible to obtain a circular area of 1250 ha around
each individual, which is largely representative of the expected maximum area of a mouflon
home range (1000 ha, see Marchand 2013). In the final map, all habitat classes were
represented in similar proportions (<10%) with the exception of deciduous forests and natural
linear landscape features, which are largely more represented (24% and 23% respectively, see
Figure 45b, Appendix 1.7.1). Missing data in the final map (see Appendix 1.7.1) are mostly
located in the external range of the study area and are due to the fact that the precise habitat
map had lower extent than extents obtained after buffering of 2km (see Figure 45b, d).

Five varying resistance values were alternatively assigned to each of the nine
landscape elements leading to 1,953,125 different possible combinations of resistance values
(scenarios hereafter). Values were chosen to illustrate the case where the landscape element
was not resistant to movements (resistance of 1), weakly and moderately resistant (25 and 50
respectively) and highly and totally resistant (75 and 100 respectively). In order to identify
which scenario best described genetic data, we calculated least-cost distance matrices (LCD)
measuring the cumulative cost (as recommended by Etherington & Holland 2013) under each
scenario using the costDistance function in gdistance R package (van Etten 2017).

For each sex, we then evaluated each of the 1,953,125 scenarios based on the
correlation between genetic distances 4, (G) and the log transformed LCD using partial mantel
tests, partialling out the log transformed Euclidean distance (G ~ log(LCD); [log(EuD) for the

it scenario). In accordance with the model optimization procedures of Shirk ez al. (2010) and

198



1. Génétique du paysage et écologie comportementale s’accordent, apportant de nouvelles
connaissances sur la connectivité fonctionnelle chez le mouflon Méditerranéen (Article 2).

Larroque et al. (2016a,b), the top scenario was identified by a unimodal peak of support in
partial Mantel 7 values (LCDyyp). When no unimodal peak of support was identified, we
selected significant (two-tailed p-values) scenarios having a positive Mantel » and calculated
the Relative Support index (RS, Cushman ef al. 2013). RS is the difference in Mantel r of the
models (i) G ~ log(LCD)illog(EuD) and (i1) G ~ log(EuD)[log(LCD); and was introduced to
prevent the high type I error rates of Mantel tests. We ranked models according to their RS
and selected the scenario having the highest RS (LCDy,, hereafter). In keeping with the
recommendations of Cushman et al. (2013) to counterbalance the high type I error rates and
to decrease the risks of finding spurious support for IBD null models while IBR is the true
process, we used an alpha level of 0.01 to evaluate the significance of Mantel tests. It is
especially recommended when highly correlated alternative hypotheses are confronted, like
IBD and IBR are in the present study (see Appendix 1.7.2), because Mantel-based methods
are less reliable (Cushman et al. 2013, Zeller et al. 2016).

According to this lower discriminant power of causal modeling when alternative
scenarios are highly correlated, we assessed the sensitivity of our results to the number of
selected scenarios by calculating averaged scenarios across the first » models (see Tableau 24,
Appendix 1.7.3). Averaging resistance values allowed us to construct an averaged resistance
surface based on the n first models and to calculate least-cost distances under this averaged
model (LCD,,).

All Mantel and partial Mantel tests were performed using the ecodist package in R
(Goslee & Urban 2007) and 9999 permutations.

1.2.3.6. Principal driver of the genetic differentiation

Once we identified the top or the averaged scenarios among all the alternative
resistance models, we performed diagnostic tests of causal modeling (Cushman et al. 2006,
2013) to distinguish between the three possible drivers of genetic differentiation in each sex
(IBD, IBR and no structure). We first tested for correlations between genetic and Euclidean
and resistance distances alone using simple Mantel tests (G ~ log(EuD) and G ~ log(LCD),
tests “¢;” and “1,” hereafter, respectively). Causal modeling then predicts that for IBR to be
recognized as the principal driver of genetic differentiation, partial Mantel tests between
genetic and resistance distances must be significant for G ~ log(LCD)|log(EuD) and non-

significant for G ~ log(EuD)[log(LCD) (tests “#;” and “#,” hereafter, respectively).

199



Chapitre 8
Impacts du paysage sur les flux de genes

1.3. Results

1.3.1. IBR model optimization and driver of the genetic differentiation

No IBD patterns were detected (tests #;, Tableau 21) for both sexes indicating that genetic
differentiation is not determined by Euclidean distances. No unimodal peak of support for
scenarios was observed in Mantel » values, neither for females nor for males (Appendix
1.7.4). In females, we calculated the RS for the 4906 scenarios having a significant positive
Mantel » (p < 0.01, mean Mantel » = 0.08, mean RS = 0.15) and selected the best one to
perform causal modeling. We also performed causal modeling on the averaged scenario
(LCD,y, see Tableau 25, Appendix 1.7.3) and obtained qualitatively the same results
indicating that results were robust. As expected, IBR was identified as the principal driver of
the genetic structure since the test #; was significant and had positive relative support
(RS =0.16), while the test ¢z, was non-significant (Tableau 21). As we expected, model
optimization indicated very high resistance values of linear landscape features (natural as well
as anthropogenic), coniferous forests and grass rich areas on slopes (Figure 46a). These
resistance values mean that these landscape elements are between 75 and 100 times more
resistant than any landscape element having a resistance of 1. Deciduous forests and broom
moorlands had relatively low resistance values while gently- and steeply-sloped rocky areas
and grass-rich areas on plateaus did not oppose any resistance to female gene flow (Figure
46a). In addition, the resistance values for steeply-sloped rocky areas and linear landscape
features changed only slightly between the first top scenario and averaged values over 4906
scenarios (difference < 10%, see Figure 46b) indicating the marked robustness of these results
as compared to other habitat types and supporting the expected preeminent role of linear

landscape features on female gene flow.

In males, only one scenario had a significant positive Mantel » (p < 0.01, Mantel r =
0.14, RS = 0.26) and accordingly no scenario averaging was performed. However, no
conclusion can be drawn from resistance values observed (see Appendix 1.7.3, Tableau 26) in
the top scenario since the conditions to conclude an effect of landscape on gene flow were not
met (z; and 7, were both non-significant, Tableau 21). Although relative support is positive
(RS = 0.26), these results supported the expectation that landscape features had much lower

effects on gene flow in males than in females.
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Tableau 21: IBD (EuD), IBR (LCDtop) and causal modeling tests performed for female and
male Mediterranean mouflon. G refers to genetic (ar), EuD to Euclidean and LCDtop to
least-cost distances matrices. Bold values indicate significant (p<0.01) simple (G ~ D1) or
partial Mantel tests (G ~ D1 | D2, with DI and D2 standing for IBD or IBR). For females IBR
appeared as the principal driver of genetic structure (t3 significant and t4 non-significant)

while for males no genetic structure was detected (all tests non-significant).

Females Males
Test Mantel r P-value  Mantel r P-value
t G ~ log(EuD) 0.016 0.562 -0.0095 0.775
) G ~ log(LCDyp) 0.068 0.003 0.0865 0.047
t;  G~log(LCD)llog(EuD)  0.095 0.007  0.1444 0.011
1y G ~ log(EuD)|log(LCD)0p -0.069 0.069 -0.1165 0.019
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Landscape features

Figure 46: Resistance values obtained in the best scenario for each of the landscape elements
considered in landscape genetics analyses for females (A). A resistance value of 100 refers to
totally resistant landscape element while a value of 1 refers to totally permeable landscape
elements. (B) Variation of resistance values between the first top scenario (highest RS) and
the resistance values obtained after averaging across 4906 best scenarios for females
Mediterranean mouflon. Variation was calculated as the absolute value of the difference: v ;-

V-

1.4. Discussion

Landscape genetics revealed sex-specific effects of landscape on gene flow in the studied

Mediterranean mouflon population. In females, the significant IBR detected revealed that the
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role of the landscape on genetic differentiation was mostly related to the high resistance of
linear landscape features and unsafe habitats (e.g. coniferous forests) to gene flow, and the
higher permeability of the habitats perceived as safe (e.g. deciduous forests and rocky areas).
These results are thus in accordance with previous studies on movements and habitat selection
(Marchand et al. 2015b, 2017a). In contrast, no IBR was detected in males, suggesting that
landscape features had limited impact on gene flow, and confirming previous results showing
that landscape characteristics had less influence on movements of males during the rutting
period and consequently on population spatial genetic structure (Dubois et al. 1993, 1996,
Marchand et al. 2017a, Portanier et al. 2017). Combining previous knowledge on movements
and habitat selection with the results from this landscape genetics approach was hence

decisive in characterizing functional connectivity of both sexes in the studied population.

1.4.1. Landscape impacts on female movements and gene flow

In numerous animal species (e.g. Ehrlich 1961 in insects, Harris & Reed 2002 in non-
migratory birds, Frantz ef al. 2010 in badgers (Meles meles), Zimmermann et al. 2014 in large
carnivores), linear landscape features (natural and anthropogenic) have been shown to impact
movements. In the study population, these linear features are crossed less than expected all
year round, although they can easily be (i.e. are behavioral barriers instead of physical
barriers), with consequences on the design of individual home range (Marchand ef al. 2017a).
In addition, in Mediterranean mouflon as in numerous ungulate species, habitat selection is
driven by a pervasive food/cover trade-off (Festa-Bianchet 1988, Dussault e al. 2005, Ciuti et
al. 2009, Mabille et al. 2012, Marchand et al. 2015b). During the rutting period, habitats
perceived as unsafe (plateaus) are thus avoided by females while habitats perceived as safe
and/or providing resources are selected (i.e. deciduous forests or rocky areas on slopes
providing high visibility and low accessibility for predators, see Marchand et al. 2015b).
Here, we showed that these behavioral characteristics translated into consequences on gene
flow and spatial genetic structure in females. Indeed, both natural and anthropogenic linear
landscape features had very high resistance values, with a very strong impact on female gene
flow and movements, both here and in studies of habitat selection. Furthermore, resistance
values for linear features were highly consistent across scenarios, highlighting the preeminent
role of such features for female movements. Similarly, unsafe habitats such as coniferous
forests appeared as totally resistant while deciduous forests and rocky areas appeared as
weakly and not resistant to gene flow, respectively, in the present study. Resistance values
observed for grass rich areas on plateaus were nevertheless unexpected since this habitat type

is avoided during the rutting period (see Marchand et al. 2015b). The low resistance value
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observed for steeply-sloped rocky areas was almost the same across all scenarios, suggesting
that this landscape feature is among the principal drivers of gene flow in females. In
accordance with observations made in other wild sheep species (see Epps et al. 2007, Roffler
et al. 2016, Creech et al. 2017), land cover and topography also determined how and through
which habitat types female gene flow occurred in the Mediterranean mouflon population
under study.

In other large herbivores species, linear landscape features have also been shown to
impact movements (e.g. bison (Bison bison), Bruggeman et al. 2006, 2007, pronghorn
(Antilocapra Americana), Seidler et al. 2014, red deer (Cervus elaphus), Prokopenko et al.
2017). However, most studies focused on physical barriers. While ridges imposed directional
dispersal movements (individuals follow the ridges, Long ef al. 2010) in male white-tailed
deer (Odocoileus virginianus), to our knowledge no other study investigated the effects of
such natural behavioral barriers on gene flow in large herbivores. Similarly, although
anthropogenic linear landscape features have been studied much more and shown to impact
gene flow in numerous ungulate species (e.g. red deer, Frantz ef al. 2012, roe deer (Capreolus
capreolus), Breyne et al. 2014, bighorn sheep, Creech et al. 2017), most studies referring to
such features have considered highways or wide, frequently traveled roads representing
physical barriers (e.g. Epps et al. 2005, Wilson et al. 2015). It was only recently shown that
even unpaved roads with little traffic could impact the presence probability and space use of
animals (e.g. red deer and wild boars (Sus scrofa), D’Amico et al. 2016, Mt. Graham red
squirrels (Tamiasciurus hudsonicus grahamensis), Chen & Koprowski 2016). Anthropogenic
linear features considered in our study were composed of one small remote road, tracks and
hiking trails with relatively low human use. They nevertheless imposed a very high resistance
to female gene flow, providing evidence that the behavioral limitations imposed by these
elements impacted movements during the mating season.

One mechanism involved in avoidance of linear landscape features can be an increased
perceived risk near these features (“landscape of fear”, Laundré et al. 2001). Indeed, females
favored safe environments during the rutting period, and linear landscape features could
appear as unsafe due to vegetation gaps (gap avoidance, e.g. D’Amico ef al. 2016, Chen &
Koprowski 2016). In addition, despite a low rate of human activity (0.40 tourist groups per
hour, Martinetto et al. 1998) and the absence of hunting in the protected area (but occurring
outside), behavioral responses to human disturbances and hunting have been observed in the
protected area during the rutting period (Benoist ef al. 2013, Marchand et al. 2014a). Human

activities could thus participate in the landscape of fear (e.g. increased vigilance in moose
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(Alces alces) along roads, Ciuti ef al. 2012) and females might avoid crossing linear landscape
elements to decrease contacts with humans.

Marchand et al. (2017a) also hypothesized that linear landscape features could
represent visual landmarks in cognitive maps driving animal navigation and, showed their
role in the definition of the boundaries of individual home range. Since females are highly
philopatric and less mobile than males (Dubois ef al. 1992, Dupuis et al. 2002), the cognitive
map may be another mechanism in accordance with our expectations, explaining linear
landscape features avoidance. It is worth noting that in numerous ungulate species, including
Mediterranean mouflon, females exhibit a marked socio-spatial structure and live in spatially
separated groups (e.g. Geist 1971, Festa-Bianchet 1991, Garel et al. 2007, Portanier et al.
2017) for which boundaries can rely on linear landscape features (e.g. Laurian et al. 2008,
Bartzke ef al. 2015). These groups can be differentiated in terms of behaviors, body mass and
fitness (e.g. Coulson et al. 1999, Pettorelli et al. 2001, 2003, Focardi et al. 2002, Garel et al.
2007), sanitary status (e.g. Altizer et al. 2003, Marchand et al. 2017b), or genetics (e.g.
Nussey et al. 2005, Podgorski et al. 2014, Noble et al. 2016, Portanier et al.2017),
highlighting that behavioral separations imposed by linear landscape features between groups
can have implications for populations in numerous aspects and reinforce spatial genetic

structure.

1.4.2. Behavioral ecology and landscape genetics are complementary for males

Regarding males, no impact of landscape was detected on gene flow. A lack of statistical
power due to a lower sample size for males than for females cannot be discarded to explain
this result. Indeed, performing a power analysis (i.e. applying landscape genetics analyses on
five randomly selected female sub-samples of 70 individuals), we evidenced that IBR signal
is not systematically detected when considering male’s sample size (see Appendix 1.7.5). On
the other hand, the absence of a landscape genetic signal was expected in males and had a
strong biological support. Indeed, in numerous ungulate species, males exhibit seasonal
movement patterns (e.g. Pépin et al. 2009, Unterthiner et al. 2012, White et al. 2012) with
increased movements during the mating period (e.g. Karns et al. 2011, Jarnemo 2011). In
Mediterranean mouflon, during the rutting period, males are more mobile and prone to move
toward unfamiliar areas than females (Dubois er al. 1993, 1996, Dupuis et al, 2002,
Marchand et al. 2017a). They are also thought to insure most of the gene flow through
reproductive excursions (Portanier et al. 2017, Marchand et al. unpublished data) leading to

lower levels of spatial genetic structure (Portanier et al. 2017). Accordingly, the absence of
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landscape effect on gene flow in males was biologically meaningful and tended to confirm
that landscape had less impact on male reproductive movements than on females.

Although habitat preferences have been highlighted for males during autumn, they are
the same as female preferences (Marchand et al. 2015b) and authors hypothesized that habitat
selection by males during the rutting period is the consequence of female choices since Ovis
species and Mediterranean mouflon use coursing as mating strategies, with males following
females (Hogg 1984, Hogg & Forbes 1997, Bon et al. 1992, Coltman et al. 2002). In addition,
Marchand et al. (2017a) demonstrated impacts of some linear landscape features on male
movements during the rutting period, but they did not account for excursions outside home
ranges since they only considered movement steps included in the 95% home range. These
excursions might constitute reproductive excursions and resistance of linear landscape
features measured within home ranges might therefore overestimate the genetic resistance of
these landscape elements. Recent studies have indeed shown that the behavioral state (e.g.
foraging, dispersing) is an important factor to take into account when studying landscape
connectivity to avoid potentially erroneous conclusions about isolation of patches (Abrahms
et al. 2017, Blazquez-Cabrera et al. 2016, Maiorano et al. 2017). For instance, focusing on
‘inside home range’ locations instead of on ‘outside home range’ locations (dispersal and
exploratory movements) could lead to underestimating landscape functional connectivity
(Blazquez-Cabrera et al. 2016). Our results might illustrate this case since the linear landscape
features having an impact on male movements seemed to have no impact on male gene flow.
Genetic connectivity and connectivity linked to ‘inside home range' movements (e.g. when
foraging) can be different since habitat selection aims at maximizing individuals’ fitness on
their home range while reproductive dispersal movements achieve a different goal and lead
individuals to modify their behavior (Larroque 2015). Mating may thus be a sufficient
motivation to overcome landscape constraints to movements.

Alternatively, landscape effects on male gene flow might not yet be strong enough to
lead to a detectable IBR pattern. Landguth et al. (2010) evidenced that when too few
generations elapsed, landscape effects on genetic differentiation are not detectable by Mantel
tests. In the Caroux-Espinouse population, only 14 generations elapsed since introduction
(Garel et al. 2005b). Due to higher philopatry and spatial stability (Dubois et al. 1992, 1994;
Martins et al. 2002, Marchand ef al. 2017a), landscape effects were expected to be stronger
for females than for males, which might also explain why IBR pattern was already detectable

for females while not for males.
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1.5. Conclusions and perspectives

In the current context of global changes, investigating processes (e.g. gene flow) and not only
patterns (e.g. spatial structure) is necessary to better predict consequences of global changes
on populations and species (Plard er al. 2015, Moran et al. 2016). As illustrated here,
combining previous knowledge of movements and habitat selection with the results from a
landscape genetics approach focusing on gene flow was decisive to better understanding
functional connectivity in the studied population. Spatial approaches allowed us to focus on
landscape elements known to be important for Mediterranean mouflon movements and habitat
selection and the landscape genetics approach allowed us to accurately describe landscape

functional connectivity.

Our findings showed that males and females can present very different resistance
surfaces, highlighting the necessity of performing sex-specific landscape connectivity studies,
especially in polygynous mammals exhibiting sex-biased dispersal. Our results also showed
strong impacts of behavioral barriers on gene flow and spatial genetic structure and illustrated
the importance of also accounting for such types of barriers when studying functional
connectivity. More specifically, more studies on impacts of natural linear landscape features
acting as behavioral barriers are needed. In the current context of habitat loss and
fragmentation (Fahrig 2003) reducing wildlife corridors and isolating populations (Crooks &
Sanjayan 2006), our results can serve to better understand spatial genetic patterns of other
mouflon populations, especially endangered ones (e.g. Corsican mouflon Ovis gmelini

musimon var. corsicana).

Some landscape factors constantly appeared as a constraint to gene flow in wild sheep
landscape genetic studies (e.g. slope, Epps et al. 2007, Roffler et al. 2016, Creech et al. 2017,
present study), but landscape resistance in one study area does not systematically correspond
to what happens in another study area (e.g. Larroque et al. 2016a, Short-Bull et al. 2011).
More research is thus needed to improve our understanding of landscape impacts on wild
sheep gene flow. Another important point here is that, although natal dispersal of males is
expected to be limited (Dubois et al. 1993, 1996, King & Brooks 2003), it can occur, and
more studies on natal dispersal will be needed to fully understand gene flow in Mediterranean
mouflon. In addition, using the least-cost path approach we assumed that individuals knew
ahead which path will be optimal (Balkenhol ef al. 2016). This hypothesis is not unrealistic
for Mediterranean mouflon given their abilities to recognize familiar areas and move away
from linear landscape elements before being in direct contact with (see Marchand et al.

2017a). Circuit-theory has nevertheless been applied in landscape genetics to release this
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assumption and could represent an interesting complementary approach to the present study.
Furthermore, although being the most used (Zeller et al. 2016), landscape genetics Mantel
based methods have been criticized due to inflated type I error (e.g. Legendre ef al. 2015) and
low discrimination power between highly correlated alternative hypotheses (Zeller et al.
2016). Here we used Mantel » and relative support (see Cushman et al. 2013) and performed
scenarios’ averaging to avoid these biases. While no clear consensus has yet been reached
about the best method in landscape genetics (Balkenhol et al. 2016), alternative methods to
Mantel tests are promising (see Shirk et al. 2018) and applying such approaches in

Mediterranean mouflon would allow to confirm our results.

Finally, landscape functional connectivity encompasses several components among
which genetic connectivity but also for instance demographic or behavioral connectivity (see
Lowe & Allendorf 2010). The data type which should be used to estimate landscape
functional connectivity depends on the question that is addressed. For example, genetic
connectivity can overlook most of the host movements potentially leading to parasite
transmission across the landscape since it will not only be determined by reproductive
movements but instead by several movement types (e.g. migratory movements, Conner et al.
2004). Management strategies should thus account for all functional connectivity components,
and several data types enabling the measurement of different connectivity components are

thus needed to fully understand impacts of landscape on populations.
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1.7. Appendices

1.7.1. Proportions of the different landscape elements in the study area

Tableau 22: Proportion of each landscape feature in the habitat map used in landscape

genetics analyses.

Landscape features Number of pixels Proportion
Deciduous forests 36192 0.24
Coniferous forests 9651 0.06

Gently-sloped (< 30°) rocky areas 4043 0.03
Steep-sloped (> 30°) rocky areas 4909 0.03
Grass-rich areas in slopes 12627 0.08
Grass-rich areas on plateaus 6182 0.04
Broom and fern moorlands 4402 0.03
Anthropogenic linear features 10369 0.07
Natural linear features 35148 0.23

NA 26705 0.18
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1.7.2. Correlations between IBD and IBR matrices calculated based on different number of

scenarios

Since Mantel-based methods are less reliable when highly correlated alternative
hypotheses are confronted, we assessed the correlation between IBD and IBR matrix based on

different numbers of scenarios.

Tableau 23: Correlation between the IBD and IBR models considered in landscape genetics
analyses for males and females. In IBD model, the EuD matrix was used (Euclidean distance)
while in the IBR models, LCDtop (top scenario only) and LCDav (scenarios were averaged
across different numbers of scenarios chosen arbitrarily) have been used for females. For

males, only one scenario had a significant and positive Mantel r.

Number of averaged scenarios Mantel » Two-tailed P values
Females
1 0.75009 0.0001
50 0.76568 0.0001
100 0.75844 0.0001
250 0.75264 0.0001
500 0.73925 0.0001
750 0.72736 0.0001
1000 0.72277 0.0001
2000 0.71357 0.0001
4906 0.74402 0.0001
Males
1 0.6684 0.0001
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1.7.3. Relative support of the 100 scenarios having the highest relative support
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Figure 47: Relative support (RS) of the 100 scenarios having the highest RS for females. No
unimodal peak of support can be observed but a slight break in slope appears after 11

scenarios (red line).
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Tableau 24: Resistance values obtained after averaging across different numbers of scenarios arbitrarily chosen for females (averaged values +

SD).
Number of averaged scenarios 50 100 250 500 750 1000 2000 4906
i 25+ 96 +
Deciduous forests 25004000 25.00+0.00 25004000 25004000 25004000 2530+272 - 11 425 ) 5;793 )
Coniferous forests 77.50 £ 70.50 £ 68.00 £ 65.65 £ 62.30 £ 60.23 £ 61.02 £ 67.54 £
27.78 30.23 29.23 28.77 29.05 28.71 28.34 25.69
Gently-sloped (< 30°) rocky 33.10 + 38.47 + 43.17 + 5021 + 52.66 + 52.18 +
+ +
areas 41.25 36.27+39.3 38.49 36.70 35.94 34.38 31.35 45.9=28.02
- > o
S;:Zf sloped (> 30%) rocky 1.00+£0.00 1.0040.00 1.00£0.00 1.00£0.00 1.00+£0.00 1.00+0.00 1.00+0.00  1.60+3.74
Grass-rich areas in slopes 91.75 + 86.07 + 82.61 +
S+ 15. + 15. 2 £ 16. O6£17. 6£19.
slope > 10°, elevation < 900 m 90.5+15.88 14.24 89£15.16  87.2+16.56 17.21 8a.6+178 18.69 80.6+19.43
Grass-rich areas on plateaus 10.60 + 12.52 + 14.07 + 17.67 + 22.44 + 2511+ 3153+ 39.09 +
slope < 10°, elevation > 900 m 11.88 12.05 12.77 14.18 17.69 18.58 20.85 24.59
Broom and fern moorlands 43.55+ 4523 + 45.85 + 4535+ 47.02 +
D0 £ 3. 50+ 30+ 21.
2550354 295013 3730214 25.71 26.41 26.64 26.96 26.56
Anthropogenic linear features 80.00 + 78.00 + 75.90 + 74.10 + 7333 + 73.03 + 71.20 + 74.65 +
18.90 20.19 21.76 22.81 22.65 22.49 24.45 23.02
Natural linear features 80.00 + 79.50 £ 78.80 £ 80.10 + 82.23 + 82.65 + 82.70 £ 83.13 +
22.02 24.20 24.86 25.10 23.51 21.95 20.36 19.24
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Tableau 25: Causal modeling results performed on LCDav obtained after model averaging

for females (see Tableau 24).

All number of scenarios leaded to same conclusions, the IBR model is the best supported
model. Bold values indicated significant test (alpha = 0.01). G stands for genetic distances

matrix (ar of Rousset), EuD for Euclidean and LCDav to least-cost distances matrices

according to the number of averaged scenarios.

Number of averaged scenarios

Models Mantel r Two-tailed Pvalues
50 G~log(LCD,y) 0.058 0.006
50 G~log(EuD) 0.016 0.565
50 G~log(LCDy,)|log(EuD) 0.086 0.008
50 G~log(EuD)[log(LCD,,) -0.066 0.064
100 G~log(LCDyy) 0.059 0.009
100 G~log(EuD) 0.016 0.564
100 G~log(LCDy,)|log(EuD)  0.087 0.007
100 G~log(EuD)[log(LCD,,) -0.066 0.062
250 G~log(LCDy,y) 0.06 0.007
250 G~log(EuD) 0.016 0.569
250 G~log(LCDy,)|log(EuD)  0.087 0.006
250 G~log(EuD)[log(LCD,,) -0.066 0.064
500 G~log(LCD,y) 0.061 0.006
500 G~log(EuD) 0.016 0.561
500 G~log(LCDyy)|log(EuD) 0.089 0.005
500 G~log(EuD)|log(LCD,y) -0.067 0.066
750 G~log(LCDyy) 0.062 0.007
750 G~log(EuD) 0.016 0.554
750 G~log(LCDy,)|log(EuD)  0.089 0.008
750 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.066 0.075
1000 G~log(LCDyy) 0.062 0.006
1000 G~log(EuD) 0.016 0.561
1000 G~log(LCDy,)|log(EuD)  0.089 0.006
1000 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.066 0.07
2000 G~log(LCDy,y) 0.061 0.006
2000 G~log(EuD) 0.016 0.565
2000 G~log(LCDyy)log(EuD) 0.086 0.009
2000 G~log(EuD)|log(LCD,y) -0.063 0.085
4906 G~log(LCD,y) 0.057 0.01
4906 G~log(EuD) 0.016 0.562
4906 G~log(LCDy,)|log(EuD)  0.083 0.008
4906 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.063 0.075
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Tableau 26: Description of landscape elements used for building IBR models (see Marchand

etal. 2015a, 2017 for details).

LCDtop columns refer to resistance values obtained in the scenario having the highest RS for

both sex. A resistance value of 100 refers to totally resistant landscape element while a value

of 1 refers to permeable landscape elements. For females, these values are biologically

meaningful since IBR was identified as a better driver of genetic structure than IBD. On the

opposite for males, these values are not biologically interpretable since IBR was not

identified as driver of genetic structure.

Landscape element LCDy,, for females LCDy,, for males
Deciduous forests 25 1
Coniferous forests 100 25
Gently-sloped (< 30°) rocky areas 1 1
Steep-sloped (> 30°) rocky areas 1 25
Grass-rich areas in slopes: slope > 10°, 100 25
elevation <900 m

Grass-rich areas on plateaus: slope < 10°, 1 100
elevation > 900 m

Broom and fern moorlands 25 25
Anthropogenic linear features (roads, 75 75
tracks, hiking trails)

Natural linear features (ridges, talwegs, 75 100

forest edges)
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1.7.4. Mantel r for the scenarios having the highest Mantel r for males and females
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Figure 48: Mantel r of the 100 scenarios having the highest Mantel r for females.
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Figure 49: Mantel r of the 100 scenarios having the highest Mantel r for males.
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1.7.5. Power analysis performed to assess the impact of the lower male’s sample size on

landscape genetics results.

We randomly sampled 70 females in the whole female’s data set and applied the landscape
genetics analyses as described in the main article. For three sub-samples out of five we were
not able to identify a top scenario since none of the scenarios having a significant Mantel r
had a positive Mantel r. For two sub-samples out of five we were able to perform the analyses
until the end since these data sets presented 25627 and 5089 significant and positive Mantel r.
When performing the causal modelling on these scenarios we observed that in both cases and
for a large number of averaged scenarios, IBR was the principal driver of genetic structure
(see Tableau 27, Tableau 28). Resistance values obtained for each landscape feature
corresponded with few rare exceptions (e.g. gently sloped rocky areas and grass-rich areas,
Tableau 30) to what was observed in the main article (see Tableau 29, Tableau 30). Overall
these results revealed that a lack of power cannot be discarded in explaining the absence of
IBR signal in males but also suggested that even with only 77 males, detecting the signal was

not completely impossible.
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Tableau 27: Causal modeling results performed on LCDav obtained after model averaging
for females in one of the two sub-sample having significant and positive Mantel r in the power
analysis.

All number of scenarios leaded to same conclusions, the IBR model is the best supported
model. Bold values indicated significant test (alpha = 0.01). G stands for genetic distances
matrix (ar of Rousset), EuD for Euclidean and LCDav to least-cost distances matrices
according to the number of averaged scenarios.

Number of averaged scenarios Models Mantel r Two-tailed P values
1 G~log(LCD,,) 0.126 0.004
1 G~log(EuD) 0.018 0.681
1 G~log(LCD,,)log(EuD) 0.182 0.001
1 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.133 0.01
50 G~log(LCD,y) 0.123 0.005
50 G~log(EuD) 0.018 0.674
50 G~log(LCD,,)|log(EuD)  0.18 0.001
50 G~log(EuD)[log(LCD,,)  -0.133 0.011
100 G~log(LCD,,) 0.124 0.004
100 G~log(EuD) 0.018 0.676
100 G~log(LCD,,)|log(EuD) 0.179 0.000
100 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.132 0.010
250 G~log(LCD,,) 0.127 0.001
250 G~log(EuD) 0.018 0.668
250 G~log(LCD,,)|log(EuD) 0.174 0.001
250 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.121 0.028
500 G~log(LCD,y) 0.126 0.002
500 G~log(EuD) 0.018 0.668
500 G~log(LCD,,)|log(EuD) 0.174 0.002
500 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.122 0.033
750 G~log(LCD,,) 0.128 0.002
750 G~log(EuD) 0.018 0.678
750 G~log(LCD,,)|log(EuD) 0.174 0.001
750 G~log(EuD)|log(LCD,,)  -0.12 0.032
1000 G~log(LCD,y) 0.129 0.002
1000 G~log(EuD) 0.018 0.673
1000 G~log(LCD,,)|log(EuD) 0.174 0.001
1000 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.119 0.033
2000 G~log(LCD,,) 0.126 0.001
2000 G~log(EuD) 0.018 0.679
2000 G~log(LCD,,)|log(EuD) 0.167 0.001
2000 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.112 0.045
5000 G~log(LCD,,) 0.123 0.001
5000 G~log(EuD) 0.018 0.678
5000 G~log(LCD,,)|log(EuD) 0.16 0.002
5000 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.104 0.064
10000 G~log(LCD,y) 0.122 0.001
10000 G~log(EuD) 0.018 0.672
10000 G~log(LCD,,)|log(EuD) 0.157 0.002
10000 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.101 0.069
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Tableau 28: Causal modeling results performed on LCDav obtained after model averaging
for females in the second sub-sample having significant and positive Mantel r in the power

analysis.

All number of scenarios leaded to same conclusions, the IBR model is the best supported
model. Bold values indicated significant test (alpha = 0.01). G stands for genetic distances
matrix (ar of Rousset), EuD for Euclidean and LCDav to least-cost distances matrices

according to the number of averaged scenarios.

Number of averaged scenarios Models Mantel r Two-tailed P values

1 G~log(LCDyy) 0.099 0.003
1 G~log(EuD) 0.017 0.655
1 G~log(LCDyy)|log(EuD)  0.147 0.007

1 G~log(EuD)|log(LCD,,)  -0.11 0.05
50 G~log(LCDyy) 0.099 0.005
50 G~log(EuD) 0.017 0.66
50 G~log(LCDyy)|log(EuD)  0.147 0.006
50 G~log(EuD)|log(LCD,y) -0.111 0.048
100 G~log(LCDyy) 0.099 0.004
100 G~log(EuD) 0.017 0.651
100 G~log(LCDyy)|log(EuD)  0.147 0.006
100 G~log(EuD)|log(LCD,y) -0.111 0.045
250 G~log(LCDy,y) 0.099 0.004
250 G~log(EuD) 0.017 0.651
250 G~log(LCDyy)|log(EuD)  0.147 0.007

250 G~log(EuD)|log(LCD,,)  -0.11 0.05
500 G~log(LCDyy) 0.099 0.005
500 G~log(EuD) 0.017 0.642
500 G~log(LCDyy)|log(EuD) 0.146 0.007
500 G~log(EuD)[log(LCD,,) -0.109 0.054
750 G~log(LCDyy) 0.099 0.004
750 G~log(EuD) 0.017 0.655
750 G~log(LCDyy)|log(EuD)  0.145 0.005
750 G~log(EuD)|log(LCD,y) -0.108 0.052
1000 G~log(LCDy,y) 0.098 0.005
1000 G~log(EuD) 0.017 0.654
1000 G~log(LCDy,)[log(EuD)  0.144 0.007
1000 G~log(EuD)[log(LCD,,) -0.107 0.056
2000 G~log(LCDyy) 0.097 0.004
2000 G~log(EuD) 0.017 0.649
2000 G~log(LCDyy)[log(EuD)  0.142 0.007
2000 G~log(EuD)|log(LCD,,) -0.105 0.057
5089 G~log(LCDyy) 0.097 0.003
5089 G~log(EuD) 0.017 0.641
5089 G~log(LCDyy)|log(EuD)  0.141 0.007
5089 G~log(EuD)|log(LCD,y) -0.104 0.062
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Tableau 29: Resistance values obtained after averaging across different numbers of scenarios arbitrarily chosen for females in one of the two

sub-sample having significant and positive Mantel r in the power analysis (averaged values + SD).

See above and main text for a full description of habitat classes.

Number of

1 50 100 250 500 750 1000 2000 5000 10000
averaged scenarios

45.00 + 50.25 + 53.6 £ 4555+ 45.63 £ 48.15 + 51.92 + 58.92 + 56.05 +
Deciduous forests 50
13.36 21.17 24.69 23.13 23.72 24.87 27.75 27.76 28.31

Coniferous trees 1 1.00+£0.00 1.00£0.00 1.00£0.00 1.00+£0.00 1.00+£0.00 1.00+0.00 1.00+£0.00 1.00+0.00 1.00=0.00
Rocky areas slope < 1.00£0.00 1.00£0.00 1.00£0.00 1.00+£0.00 1.00+£0.00 1.00+£0.00 1.00+£0.00 1.00+0.00 1.00=0.00
30°
Rocky areas slope > 100 83.50 + 80.25 + 77.40 + 7215+ 69.07 £ 67.10 £ 67.94 £ 70.19 £ 67.33
30° 17.94 18.9 21.94 23.96 25.64 27.03 27.08 25.47 26.59
Grass-rich areas in 1.00£0.00 1.00£0.00 1.00£0.00 1.00+0.00 1.00+£0.00 1.00+0.00 5.19+ 26.92 + 40.02 £
slopes 14.77 32.82 34.84
Grass-rich areas on 76.00 + 69.75 + 62.05 + 60.53 + 61.27 + 61.05+ 59.09 + 58.55+

100 59 +£27.97
plateaus 24.72 2495 27.71 28.61 27.94 28.38 28.76 28.43
Broom and fern 1.00+0.00 1.00+0.00 19.90+ 371369 39.2 + 40.18 £ 41.81+ 46.67 £ 4935+
moorlands 33.38 ‘ ' 36.92 36.22 35.34 34.37 333
Anthropogenic 100 725+ 69.25 + 71.5+ 71.65 + 67.73 + 67.7+ 67.99 + 69.16 + 69.05 +
linear features 24.35 25.34 24.95 23.9 26.2 26.36 26.38 25.78 25.94
Natural linear 55 25.00 £ 25.00 £ 25.00 = 25.00 £ 2777 + 29.7 + 3734+ 39.61 + 4553 £
features 0.00 0.00 0.00 0.00 11.4 14.43 20.57 22.77 25.3
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Tableau 30: Resistance values obtained after averaging across different numbers of scenarios arbitrarily chosen for females in the second sub-

sample having significant and positive Mantel r in the power analysis (averaged values + SD).

See above and main text for a full description of habitat classes.

Number of averaged

1 50 100 250 500 750 1000 2000 5089
scenarios
39.57 +
Deciduous forests 25 25.00+0.00 25.00+0.00 2520+2.23 25.7+4.13 2627+549 26.75+6.38 28.16+8.86 2194
62.00 £+ 61.00 + 60.27 £ 62.42 +
Coniferous trees 50 62.3+20.81 60+22.66 60.4 +23.64 58.56 +£26.9
18.38 18.57 23.21 24.68
Rocky areas slope < 30° 1 1.00 + 0.00 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 1.00+£0.34
56.50 + 55.75+ 56.40 + 57.55+ 58.10 + 58.59 + 61.40 +
Rocky areas slope > 30° 50 58.30+24.3
13.18 14.15 18.04 21.63 23.29 25.69 25.97
48.00 = 57.53 £ 58.88 61.71 +
Grass-rich areas in slopes 50 48 +£23.75 529+24.42 56.5+2483 5895+274
25.67 24.95 25.27 26.06
Grass-rich areas on 85.50 + 85.75 88.20 £+ 87.30 £+ 85.45 + 81.29 + 75.68 £
100 86.53 £16.6
plateaus 18.96 18.21 16.33 16.02 16.95 18.77 22.56
14.44 + 15.16 + 16.66 + 18.61 + 20.48 + 21.54 + 25.68 + 29.55 +
Broom and fern moorlands 25
12.03 11.86 12.28 13.11 15.42 16.91 21.48 24.03
Anthropogenic linear 84.00 £ 80.50 + 81.10 + 79.43 + 76.96 +
100 80.3 +£18.71 78.12+19.4 76.12+21.3
features 16.57 18.32 18.48 19.02 20.09
9325+ 89.30 £ 84.60 + 80.79 + 81.42 +
Natural linear features 100  96.50+8.76 85.55+17.9 84.10 £ 18.2
11.15 15.62 18.12 19.27 19.18
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2.1. Introduction

Dans le Caroux-Espinouse, nous avons mis en évidence les effets de différents
¢léments paysagers sur les flux de geénes chez les femelles mouflons, et notamment les
structures linéaires naturelles et anthropiques et la topographie (Chapitre 8, Article 2).
L’importance d’avoir des réplicats en génétique du paysage a été plusieurs fois illustrée (e.g.
Larroque et al. 2016a, Short-Bull et al. 2011) et des études comparatives entre populations
sont nécessaires a la généralisation des patrons observés dans le Caroux-Espinouse. Dans
d’autres especes d’Ovis sauvages, 1’importance des structures linéaires et de la topographie
pour les flux de génes a €galement été mise en évidence (voir Epps et al. 2005, 2007, Chreech
et al. 2017 chez le mouflon du désert, Roffler et al. 2016 chez le mouflon de Dall). Dans les
populations Corses, nous avons vu dans 1’Addendum 3 du Chapitre 7 que les flux de génes
¢taient susceptibles d’étre impactés par les structures linéaires (route/vallée a Bavella, chaine
de montagnes a Cinto). Il semble donc que ces types d’éléments paysagers puissent jouer un
role déterminant pour les populations de mouflons et d’Ovis sauvages en général. Cependant,
les approches de génétique des populations telles que celles que nous avons utilisées jusqu’ici
en Corse ne suffisent pas a conclure a un réel effet du paysage. C’est pourquoi, afin de
confirmer I’importance de ce type de structure pour les mouflons Corses, nous allons ici

appliquer une approche de génétique du paysage similaire a celle présentée dans I’ Artcicle 2.

2.2. Matériel et méthodes

La faible taille d’échantillon a Bavella (45 individus pour lesquels nous disposons des
coordonnées GPS) ne nous permettant pas de réaliser les analyses dans des conditions de
puissance suffisante (voir Analyse de puissance, Article 2, Appendix 1.7.5), nous nous
focaliserons ici sur la population de Cinto (75 individus pour qui nous avons les coordonnées
GPS). Comme les males et les femelles présentent la méme structure génétique nord-sud

(Chapitre 7, Addendum 3), ils ont été regroupés dans les analyses suivantes.

Nous avons évalué I’impact de 7 catégories d’habitats et 2 types de structures linéaires
sur les flux de geénes. Les 7 catégories d’habitats comprennent les zones rocheuses, les forets
de coniféres, les foréts de non coniféres (feuillus et aulnaies), les foréts claires, les landes

rases, les maquis et les pelouses (Figure 50). Les structures linéaires sont comme
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précédemment divisées en deux catégories : les structures linéaires naturelles (ici crétes et
talwegs®’) et les structures anthropiques (routes et chemins, Figure 50). Les données
d’habitats sont issues d’une cartographie réalisée sur le terrain par ’ONCEFS et les structures
linéaires naturelles ont été¢ extraites du modele numérique de terrain (MNT, BD ALTIO,
Institut national de l'information géographique et forestiere Frangaise, www.ign.fr), alors que

les structures linéaires anthropiques ont été extraites de la BD CARTOO (Institut national de

l'information géographique et forestiere Francaise, http://www.ign.fr). Nous avons ici utilisé
une carte avec une résolution de 75 m et placé un tampon de 35 m autour des structures
linéaires (voir Article 2). Les limites de la zone d’étude ont ét¢ définies en appliquant un

tampon de 2 km autour des localisations des individus.

Nous utiliserons ici la méme méthode d’optimisation du modele IBR (Isolation By
Resistance) que celle appliquée dans le Caroux-Espinouse (voir Article 2). Cinq valeurs de
colt ont été alternativement assignées a chacun des 9 éléments paysagers aboutissant a un
total de 1953 125 scénarios. Le causal modeling a été utilisé pour déterminer si le paysage

impacte les flux de génes.

B Landes rases
B Foréts de coniféres §
| Pelouses
Maquis
B Zones rocheuses
= Foréts claires
| B Foréts de feulillus

A nthroPo?enic
inear features

— Fl‘r?égrr¢eatu res

4000m

| —-,‘:&3"‘ 3 5 -
=i TN e =

Figure 50: Catégories d'habitats (A) et structures linéaires (B) prises en compte dans les
analyses de genétique du paysage dans la population de mouflons de Cinto. Le panel C

représente la position des individus dans le massif.

37 Le talweg est la ligne qui rejoint les points les plus bas soit d'une vallée, par opposition a la ligne de créte.
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2.3. Résultats

Les 1 953 125 scénarios avaient un » de Mantel positif et significatif et nous n’avons
pas détecté de pic unimodal de support dans les valeurs de » de Mantel ou de support relatif (»
de Mantel moyen = 0.24, support relatif moyen = 0.43). Nous avons alors réalisé le causal
modeling en utilisant le premier meilleur scénario et différents nombres de scénarios que nous
avons moyennés (50, 100, 250, 500, 750, 1000, 2000, 5000 et 10 000, Tableau 31). Pour tous
les nombres de scénarios testés, les tests du causal modeling apparaissent comme significatifs,
y compris les tests de 1’isolement par la distance, seuls et en tenant compte de I’IBR (Tableau
32). Ces résultats ne nous permettent donc pas de conclure a un effet du paysage sur les flux

de génes.

2.4. Discussion

Si I’on regarde les valeurs de cofit associ¢es a chaque ¢lément du paysage, on peut
constater que les pelouses et les landes ont des valeurs de résistance égales a 1, et ce, dans les
10 000 premiers scénarios (Tableau 31). Ces types d’habitats sont des habitats situés sur les
hauteurs (Figure 50) et constituent des zones ouvertes. Dans ces zones, il est probable que les
mouflons puissent se rencontrer et assurer les flux de geénes. Au contraire, les zones
forestiéres sont situées dans les vallées et elles ont, tout comme les structures linéaires, des
valeurs de cotlt trés élevées. Les mouflons descendent peu dans ces zones (M. Garel,
communication personnelle) et le signal génétique détecté ici peut correspondre au fait que les
différents massifs montagneux sont séparés par des vallées et des zones forestiéres n’étant que
treés peu traversées. Il semblerait donc que nous détections la différenciation génétique « par

massif ».

Les analyses de génétique du paysage semblent donc détecter un signal génétique mais
ne permettent pas de distinguer entre les effets de la distance géographique et du paysage.
Une raison pour expliquer ce signal paysager « brouillé » peut venir du fait que nous ayons
regroupé les males et les femelles pour réaliser ces analyses. Ce choix a été fait car males et
femelles présentent les méme structures génétiques spatiales (Chapitre 7, Addendum 3) et
nous voulions gagner en puissance statistique. Cependant, une méme structure peut étre
obtenue méme si les effets du paysage ne sont pas les méme sur le comportement des males et
des femelles. Si les éléments paysagers n’ont pas les mémes effets sur les flux de geénes chez
les deux sexes, leur regroupement a pu bruiter le signal de ces éléments et empécher sa

détection. Une autre explication peut étre en lien avec la grande distance géographique et la
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forte différenciation existant entre les deux groupes génétiques précédemment détectés, entre

lesquels les flux de génes semblent trés réduits (Chapitre 7, Addendum 3).

En effet, nous avons vu, dans la population du Caroux-Espinouse, que les effets du
paysage sur les flux de génes étaient déterminés par le comportement des individus. A
I’échelle a laquelle sont réalisées les études sur la population de Cinto, nous ne distinguons
pas les différences comportementales (Chapitre 7, Addendum 3). Il est donc possible que le
comportement des individus ne soit pas a l’origine de la structure génétique de cette
population (e.g. plutdt I’histoire d’introduction, Chapitre 7, Addendum 3). Comme les
structures linéaires sont des barrieres comportementales et non physiques (Marchand et al.
2017a), il est possible que nous ne détections pas d’effet du paysage parce que nous
travaillons a une échelle qui ne rend pas compte du comportement des individus. De plus, la
forte différenciation génétique existant entre les 2 groupes génétiques (Fst = 0.14) suggere
que nous raisonnons ici a une échelle plus inter-populationnelle qu’intra-populationnelle. Les
¢léments structurants peuvent étre différents entre ces deux échelles. Tous ces éléments de
discussion mettent I’emphase sur la nécessit¢ de se focaliser, pour la suite, a I’échelle intra-
groupe génétique, que ce soit pour la étudier la structure génétique spatiale (Chapitre 7,
Addendum 3), le comportement des animaux (e.g. males/femelles) ou les effets du paysage
sur les flux de geénes. Comme précédemment, cela nécessitera d’augmenter les tailles
d’échantillons afin de disposer d’une puissance statistique suffisante. Cela est d’autant plus
nécessaire que, méme a 1’échelle intra-groupe, I’échelle spatiale a laquelle seront réalisées les
analyses sera toujours nettement supérieure a celle du CE. Enfin, une alternative aux mode¢les
d’isolation par distance et par résistance sont les modeles d’isolations par barriéres (e.g. Sirk
et al. 2010, Cushman et al. 2013). Ces modeles prennent explicitement en compte I’effet
barriére que peut imposer un élément paysager sur les flux de génes, et il serait intéressant de

prendre en compte ce type de matrices de distances dans de futures analyses.
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Tableau 31: Valeur de résistance pour les différents éléments paysagers considérés dans les analyses de génétique du paysage dans la
population de mouflons de Cinto pour le premier meilleur et différents nombres de scénarios considérés (moyenne + erreur standard).

SLA représente les structures linéaires anthropiques et SLN les structures linéaires naturelles.

Nombre de
1 50 100 250 500 750 1000 2000 5000 10 000
scénarios
99.6 + 97.93 + 96.3 + 85.82 + 78.37 £
Foréts de feuillus 100 100£0.00 100+£0.00 100+0.00 93+ 11.23
3.14 6.89 8.88 16.08 19.63
61.5+ 62.5+ 623 + 62.5+ 62.43 + 62.5+ 62.5+ 62.5+ 62.5+
Foréts claires 25
28.22 28.09 28.01 27.98 27.97 27.96 27.96 27.95 27.95
Foréts de 85.8 + 82.2 + 80.8 + 75.5+ 67.8 £ 64.1 £
100 92 +£11.78 92+11.72 81 +£19.35
coniferes 16.57 18.94 19.28 22.64 26.73 27.61
1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £ 1.00 £
Landes rases 1.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
94.4 + 91.4 + 90.93 + 88.9 + 84.35 + 78.52 + 68.7 £
Maquis 100 100+ 0.00 99+4.92
10.44 11.89 12.57 14.47 17.51 20.12 25.8
1.00 + 1.00 + 1.00 £ 1.00 + 1.00 + 1.00 + 1.00 £ 1.00 £ 1.00 +
Pelouses 1.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
88.6 86.4 + 81.95+ 74.12 + 66.41 +
Zones rocheuses 100 100£0.00 95+10.05 93+11.25 85+ 17.47
14.33 16.39 18.66 23.37 26.74
69.2 + 67.2 + 66.13 + 66.1 £ 64.9 + 63.52 + 62.77 £
SLA 100 77+22.5 74+24.08
26.16 26.75 27.15 27.28 27.49 27.79 2791
78.8 £ 74.6 £ 71.33 £ 70.8 £ 68.4 + 65.06 £ 63.25 +
SLN 100 84 +18.74 81 +19.17
20.3 23.68 25.41 25.55 26.21 27.53 27.85
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Tableau 32:Résultats du causal modeling réalisé sur les distances de moindre cotit calculées
en utilisant les valeurs de résistance du premier meilleur scénario, ou bien les valeurs
obtenues en moyennant divers nombres de scénarios.

G représente la matrice de distances génétiques (da, of Rousset), EuD la distance Euclidienne,
et LCD la distance de moindre coiit calculée sur le premier meilleur scénario (LCD,,p) ou sur
les scénarios moyens (LCD,,).

Nombre de scénarios Test r de Mantel p-valeur
1 G~LCDy 0.22 0.0001
1 G~EuD 0.18 0.0001
1 G~LCDyp|EuD 0.24 0.0001
1 G~EuD| LCDy, -0.20 0.0001
50 G~LCD,, 0.22 0.0001
50 G~EuD 0.18 0.0001
50 G~LCD,,|EuD 0.24 0.0001
50 G~EuD| LCD,, -0.20 0.0001
100 G~LCD,, 022 0.0001
100 G~EuD 0.18 0.0001
100 G~LCD,|EuD 0.24 0.0001
100 G~EuD| LCD,, -0.20 0.0001
250 G~LCD,, 022 0.0001
250 G~EuD 0.18 0.0001
250 G~LCD,,[EuD 0.24 0.0001
250 G~EuD| LCD,, -0.20 0.0001
500 G~LCD,, 0.22 0.0001
500 G~EuD 0.18 0.0001
500 G~LCD,,|[EuD 0.24 0.0001
500 G~EuD| LCD,, -0.20 0.0001
750 G~LCD,, 0.22 0.0001
750 G~EuD 0.18 0.0001
750 G~LCD,,[EuD 0.24 0.0001
750 G~EuD| LCD,, -0.20 0.0001
1000 G~LCD,, 0.22 0.0001
1000 G~EuD 0.18 0.0001
1000 G~LCD,|EuD 0.24 0.0001
1000 G~EuD| LCD,, -0.20 0.0001
2000 G~LCD,, 0.22 0.0001
2000 G~EuD 0.18 0.0001
2000 G~LCD,|EuD 0.24 0.0001
2000 G~EuD| LCD,, -0.20 0.0001
5000 G~LCD,, 0.22 0.0001
5000 G~EuD 0.18 0.0001
5000 G~LCD,,[EuD 0.24 0.0001
5000 G~EuD| LCD,, -0.20 0.0001
10000 G~LCD,, 0.22 0.0001
10000 G~EuD 0.18 0.0001
10000 G~LCD,,[EuD 0.24 0.0001
10000 G~EuD| LCD,, -0.20 0.0001
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Les flux de genes, des hotes comme des parasites, sont un important déterminant de la
coévolution hdtes-parasites. Avoir des informations sur les facteurs déterminant ces flux au
sein des 2 espéces de I’interaction est crucial pour prédire et protéger les populations
d’éventuelles épidémies (Blanchong et al. 2008, Biek & Real 2010). Les flux de geénes des
pathogenes dépendent, au moins en partie, des mouvements de leurs hotes (Biek & Real 2010,
Gilleard & Redman 2016). Ainsi, des ¢léments bloquants les mouvements des hotes peuvent
bloquer la propagation de certains pathogénes (e.g. rivicres pour les cerfs de virginie,
Odocoileus virginianus, Blanchong et al. 2008, ou pour les ratons laveurs, Procyon lotor,
Cullingham et al. 2009). Cela peut cependant étre modulé par la complexité des cycles de vie.
Pour les parasites ayant des cycles de vie complexes (e.g. cycles hétéroxénes, grande diversité
d’hotes possibles), les flux de génes seront impactés par les différents acteurs du cycle et leurs
traits d’histoire de vie (Barrett et al. 2008). Chez les salmonidés (Oncorhynchus spp.), par
exemple, les flux de geénes des trématodes dépendent des mouvements des hotes, et les
parasites ayant plusieurs hotes habitant différents milieux (aquatiques et terrestres) ont une
meilleure capacité de dispersion que les parasites qui ont uniquement des hotes aquatiques
(Criscione & Blouin 2004). Cela peut aboutir a différents niveaux de structures génétiques
entre hotes et parasites, avec des parasites qui présentent une structure génétique bien moins

forte que certains de leurs hotes (e.g. Keeney et al. 2009).

Au contraire, pour les parasites dont les flux dépendent plus fortement des contacts
locaux entre hotes (e.g. parasites a cycles directs, spécifiques d’un groupe d’hdétes), des
structures génétiques trés fines, et a échelle trés locale, peuvent apparaitre (Nadler 1995).
Pour ce type de parasite, on peut alors s’attendre a ce que leur structure génétique soit
comparable ou plus forte que celle de leurs hotes et qu’elle dépende des ¢léments qui
impactent les flux des hotes (e.g. Parker & Spoerke 1998, Criscione et al. 2006). Dans
certains cas, il est méme possible d’en apprendre plus sur les hotes en étudiant les parasites,
plutoét que les hotes eux-mémes, du fait des taux de divergence génétique différents. Par
exemple, Criscione et al. (2006) ont mis en évidence que les succes d’assignation des truites
arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) a leur population source étaient meilleurs lorsque les tests
¢taient réalisés sur les trématodes parasitant les truites plutdt que sur les truites elles mémes.

De méme, McCoy et al. (2005) ont pu mettre en évidence des mouvements effectués par les
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mouettes tridactyles (Rissa tridactyla) en dehors des mouvements de dispersion en étudiant la

structure génétique des tiques (Ixodes uriae) qu’elles portent.

Dans un tel contexte, on comprend alors tout 1’enjeu d’étudier conjointement les
structures génétiques spatiales des hotes et de leurs parasites. La structure génétique spatiale
de la population de mouflons Méditerranéens du Caroux-Espinouse, et plus particuliérement
des femelles, est déterminée par I’histoire d’introduction et I’organisation socio-spatiale
(Article 1, Chapitre 7). Nous avons vu que ces deux signaux génétiques sont probablement la
résultante de la forte philopatrie des femelles et de I’impact du paysage sur les flux de genes
(Article 2, Chapitre 8). Un tel comportement spatial peut impacter la circulation des parasites
dans la population et on peut s’attendre a ce que ces éléments, structurants pour les hotes, le
soient d’autant plus pour les parasites. Cela a plus forte raison pour les parasites a cycle
simple, leurs mouvements dépendants de ceux de leurs hotes. Afin de vérifier cette hypothése,
nous nous focaliserons ici sur les strongles intestinaux de ’espéce Haemonchus contortus
(nématode gastro-intestinal). Les H. contortus ont une pathogénicité importante et sont trés
répandus chez les ruminants domestiques comme sauvages (Chapitre 4). Par ailleurs, les H.
contortus sont un modele biologique particulierement intéressant pour 1’¢tude de
I’interdépendance des flux de genes hotes/parasites car ce sont des parasites internes,
spécifiques des ruminants et ayant un cycle monoxeéne. On s’attend ainsi a observer une

structure génétique chez les H. contortus correspondant a celle des femelles mouflons.

2.1. Matériel et méthodes

Afin d’étudier la structure génétique et spatiale des parasites du mouflon
Méditerranéen, nous avons procédé au génotypage d’individus Haemonchus contortus issus
de la caillette de mouflons qui avaient été abattus a la chasse. Grace a la collaboration existant
entre I’ONCFS, le GIEC du Caroux-Espinouse (gérant la chasse au mouflon dans le massif,
voir Chapitre 5) et les chasseurs locaux, nous avons pu récupérer les caillettes de 85 individus,
abattus a la chasse (septembre 2011 - février 2012) répartis sur I’ensemble du massif. Tous les
individus abattus étaient parasités avec une prévalence de 100% pour les Ostertagiinés, de
97.6% pour les Trichostrongylinés (7richostrongylus axei) et de 42.1% pour les

Haemonchinés (Haemonchus contortus, Maerten 2014).

Les H. contortus sont des parasites parmi les plus facilement reconnaissables de la

caillette, notamment par leur taille (voir Figure 51). Une fois la premicre identification a I’ceil

231



Chapitre 9
Co-structure génétique et spatiale des hotes et leurs parasites

nu réalisée, une confirmation a la loupe binoculaire a été réalisée a 1’aide de clés
d’identification (Skryabin et al. 1961). Les ¢éléments morphologiques recherchés étaient la
position du lobe dorsal sur la bourse caudale des males (qui est asymétrique chez les H.
contortus, Figure 52), et la présence de cordons génitaux enroulés et d’une languette supra-

vulvaire chez les femelles (Figure 53).

Figure 51: Photographie des différents trichostrongylidés présents dans les caillettes des

mouflons. © Julien Maerten

Figure 52: Bourse caudale d'Haemonchus contortus mdle observée a la loupe binoculaire. ©

Julien Maerten
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Languette supra-vulvaire

Figure 53: Cordons geénitaux et languette supra-vulvaire chez les Haemonchus contortus

femelles. © Julien Maerten.

Les extractions d’ADN ont été réalisées a partir d’une portion du parasite, prélevée
dans la région antérieure du corps (= Smm pour les males, et dans la portion sans cordons
génitaux pour les femelles afin d’éviter la contamination par des ceufs). Les extractions ont été
réalisées préférenticllement sur des H. contortus males afin d’éviter le risque de
contamination des échantillons femelles par leurs ceufs. Les extractions ont été réalisées avec
le kit « EZ-10 Spin Column genomic DNA Minipreps kit » de chez Biobasic (ref BS628)
selon les recommandations du fournisseur mais en adaptant les volumes des tampons a la
petite taille des échantillons. La lyse a ainsi été réalisée avec 100 pL de tampon ACL et 7 pl
de proteinase K, puis les échantillons ont été incubés pendant 1h a 55°C sous agitation
(400rpm dans un thermomixer). Les étapes d’accrochage sur la colonne de purification et les
lavages ont été réalisés avec 150 pL de solution AB et 200 pL de tampon pour chacune des

deux étapes de lavage. L’¢lution a été réalisée dans 50 uL de tampon EB.

Pour chaque échantillon, 7 microsatellites ont été¢ amplifiés, répartis dans 3 réactions
multiplexes (Tableau 33). Une amorce de chaque paire a ét¢ marquée a son extrémité 5’ par
un fluorochrome (FAM ou NED) pour permettre le multiplexage (Tableau 33). Les
amplifications par PCR (Polymerase Chain Reaction) ont été réalisées dans un volume final
de 15pL comprenant du tampon Mastermix du kit Multiplex PCR (QIAGEN, ref 206145),
400nM de chaque amorce et 2pL de la solution d’ADN. Les cycles de PCR ont consisté en

une ¢tape d’activation de 15 minutes a 95°C, suivie de 40 cycles composés d’une étape de
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dénaturation (30 secondes, 94°C), d’une étape d’hybridation (I minute 30 secondes a une
température spécifique a chaque couple d’amorce, Tableau 33) puis d’une étape d’¢longation
(1 minute, 72°C). Apres les 40 cycles, une étape finale d’élongation (30 minutes, 60°C) a été
réalisée. Les produits PCR ainsi obtenus ont été¢ envoyés a Genoscreen (Lille, France) pour
migration sur un séquenceur capillaire ABI 3730XL. Les électrophorégrammes ont été
analysés avec le logiciel GENEMAPPER v5.0 (Applied Biosytems/Life Technologies) et
analysés indépendamment par 2 analystes pour déterminer la taille des alléles pour chaque

marqueur et chaque individu.

Afin de s’assurer qu’il n’y avait pas eu d’erreurs de génotypage, nous avons utilis¢ le
logiciel MICROCHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) pour détecter la présence
d’alleles nuls. Une analyse factorielle des correspondances a également été réalisée afin
d’identifier les individus aberrants en utilisant Genetix v4.05 (Belkhir et al. 2004). Afin de ne
pas biaiser les analyses qui ont suivi, nous avons supprimé du jeu de données les 3 individus
aberrants identifiés. De plus, seuls les individus pour lesquels le génotypage avait fonctionné
sur au moins 4 marqueurs ont été conservés. Un jeu de données de 118 H. contortus
provenant de 44 mouflons (24 et 94 H. contortus provenant de 10 mouflons femelles (nombre
moyen de vers par femelle = 2.4, min = 1, max = 3) et 34 mouflons males (nombre moyen de
vers par male = 2.8, min = 1, max = 7), respectivement) répartis sur I’ensemble du massif
(Figure 54) a ¢été utilis¢é dans les analyses suivantes. Nous nous sommes intéressés
particulierement aux mouflons femelles de plus de 2 ans et aux males de plus de 4 ans afin de
n’échantillonner les parasites que dans les hotes ayant déja dispersé (méme si peu de
dispersion natale semble avoir lieu dans la population du Caroux-Espinouse, Dubois et al.

1996, Battistella 2016).

Nous avons déterminé la diversité génétique (nombre d’alléles par locus, richesse
allélique et hétérozygotie attendue, sensu « Nei’s gene diversity », Nei 1973), les valeurs de
Fis ainsi que leur différence par rapport a zéro, et la présence de déséquilibre de liaison entre
nos loci, en utilisant le logiciel FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet 1995, 2001). Les p-valeurs ont été
ajustées pour les tests multiples en utilisant la procédure de Bonferroni lorsque nécessaire
(Bonferroni 1936). L’hétérozygotie observée a été déterminée en utilisant le logiciel R

(package hierfstat, Goudet & Jombart 2015).

Afin d’¢étudier la structure génétique et spatiale des H. contortus, nous avons, dans un
premier temps, utilis¢ une DAPC (Discriminant Analysis of Principal Component, package
Adegenet pour le logiciel R, Jombart et al. 2008a, 2009) pour identifier le nombre le plus

probable de groupes génétiques (clusters, K, ci-apres) et assigner les individus a un cluster

234



2. Co-structure des Haemonchus contortus et de leurs hotes

donné (5 composantes principales ont €té retenues suite a la procédure de cross-validation,
voir Chapitre 7, Article 1 pour plus de détails sur la procédure de la DAPC). Nous avons
ensuite réalisé une sPCA (Spatial Principal Component Analysis, package Adegenet pour le
logiciel R, Jombart et al. 2008a,b, voir Chapitre 7, Article 1 pour plus de détails sur la sPCA)
afin d’identifier les patrons spatiaux de la variabilité génétique dans la population. Afin de ne
pas avoir de coordonnées spatiales identiques pour deux H. contortus prélevés sur le méme
mouflon, un bruit aléatoire a été ajouté aux coordonnées spatiales des mouflons (Figure 54).
Une distance moyenne de 346 m a ainsi été obtenue entre le mouflon échantillonné et I’H.

contortus génotypé relocalisé.
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Tableau 33: Caractéristiques des 7 marqueurs microsatellites choisis pour le génotypage des Haemonchus contortus du Caroux-Espinouse.

Nom Amorce F (5'-3") Amorce R (5'-3") Taille (bp) ITI;(I‘:)ri dation Référence g::;:;zente Multiplex
Hems25 ii‘?_’fﬁéfgg ATG- igég‘;ggggm 170-312 60 Otsen etal. 2000  FAM A
Hems27 gg:g}‘é‘éiﬁg_TGAG' ?gi:giﬁfgﬁg%' 346 60 Otsen etal. 2000  FAM B
Hems33 ig}g((}}%(;ﬁgcc;c; iii'_%%%ii[z _‘ZTA' 180-240 60 Otsen etal. 2000  FAM C
Hems36 ggﬁz‘éﬁigggAA Sgéﬁgfg é’C?TC' 138-158 60 Otsen etal. 2000  FAM C
Hemsdo igg—ﬁA-GTT-GTC—ACT- ig;}::ég_-g;:T-GAG- 533200 5 2R(()3(()1;nan et al Lo B
s SOCTONION GO g s S
Hemsga20 CAA-ACT-TGA-CCC- AGC-GCG-TTG-CAC- |0 s Redman et al. A

GAC-CTC-TC

AAA-ACA-TT

2008
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Figure 54: Répartition des individus Haemonchus contortus génotypés sur le massif du

Caroux-Espinouse.

En noir : la RNCFS du Caroux-Espinouse ; en violet : les individus d’H. contortus génotypés.
Un bruit aléatoire, de 346 m en moyenne, a été ajouté aux coordonnées des mouflons
porteurs des H. contortus génotypés afin d’éviter une superposition des points. Les mouflons
abatus a la chasse sont situés en dehors de la réserve, la présence de points au sein de la

réserve est due au bruitage des localisations GPS des individus en bordure de réserve.

2.2. Résultats

Sur les 7 marqueurs choisis, seul le Hcms8a20 n’a pas pu étre utilisé en raison de
profils de génotypages ininterprétables. Nos résultats portent donc sur les 6 restants. Quatre
microsatellites ont révélé la présence d’alleéles nuls : Hems22Co3 (fréquence f = 0.18),
Hems25 (f = 0.04), Hems27 (f = 0.29), Hems40 (f = 0.20). La population d’Haemonchus
contortus présente un Fis de 0.23 (Tableau 34) significativement différent de zéro indiquant
que la population n’est pas a 1’équilibre d’Hardy-Weinberg. Cet écart a 1’équilibre peut
probablement s’expliquer par la présence des alleles nuls, comme cela semble souvent étre le
cas avec les H. contortus et autres vers intestinaux (voir Grillo et al 2006, Silvestre et al 2009,
Hunt et al. 2008, Redman et al. 2008). La richesse allélique est relativement élevée, mais
I’hétérozygotie observée est relativement faible (Tableau 34), bien que comparable a ce qui

est observé dans d’autres populations (Redman et al. 2008).
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Tableau 34: Nombre d'alleles (Na), richesse allélique (Ar), hétérozygoties observée (Ho) et
attendue (He) et valeurs de Fis pour chaque locus, et, en moyenne + écart-type pour tous les

loci, pour les Haemonchus contortus du Caroux-Espinouse.

Locus N, A, Ho He Fis

Hcms22Co3 5 4.885 0.31 0.516 0.395
Hcems25 15 13.357 0.77 0.843 0.092
Hcems27 4 4.000 0.08 0.371 0.782
Hcems33 5 4.764 0.53 0.574 0.075
Hcems36 8 7.227 0.72 0.665 -0.085
Hcems40 10 9.033 0.43 0.723 0.411

Tous loci confondus 7.83+4.17 7.21+354 047+026 0.62+0.17 0.23

Le nombre le plus probable de clusters génétiques indiqués par la DAPC est de 2
(Figure 55). En effet, bien que la valeur minimale de BIC soit pour K =7, c’est entre K =1 et
K =2 que la diminution de BIC est la plus importante (Figure 55). Nous avons donc conserveé
la premiére composante discriminante et, en accord avec la procédure de cross-validation, 10
composantes principales pour faire la DAPC. La composante discriminante expliquait 76% de
la variance totale présente dans le jeu de données. Les succes d’assignation étaient ¢gaux a 1.
Le premier cluster regroupait 31 individus et le second 87. Malgré une différenciation qui
semble importante entre les 2 clusters (Figure 56), des individus appartenant aux 2 clusters se
retrouvent sur 1’ensemble du massif (Figure 57) indiquant qu’il n’y a pas de correspondance
géographique aux 2 clusters identifiés. Il est a noter que des résultats similaires (non montrés

ici) sont obtenus avec K =3, K=5etK =7.

La sPCA a donné des résultats en accord avec la DAPC. Nous avons retenu les 2
premiers axes positifs et les 2 premiers axes négatifs. Bien que graphiquement la sPCA
semble opposer les individus du centre de ceux de 1’est et de I’ouest du massif (Figure 58A),
aucune structure spatiale n’a été détectée (tests global et local non significatifs, p=0.45etp =

0.64, respectivement, visible sur la Figure 58B).
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Figure 55: Valeurs de BIC de la DAPC réalisée sur les H. contortus du Caroux-Espinouse.
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Figure 56:Proximité génétique entre les H. contortus génotypés dans le Caroux-Espinouse,

obtenue grdce a la DAPC. Deux clusters génétiques ont été conserves.
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Figure 57: Répartition géographique des H. contortus génotypés dans le massif du Caroux-

Espinouse et assignation aux clusters génétiques identifiés grace a la DAPC.

L’échelle de gris représente [’altitude sur le massif, en metres. En noir, les limites de la

RNCFS du Caroux-Espinouse.

A) B)
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Figure 58: Carte géographique des scores lissés de la sPCA sur le premier axe global (A) et

interpolation de ces scores illustrant la proximité génétique (B).

Sur le panel A, la taille des carrés est proportionnelle au score, la différenciation génétique
étant maximale entre le grand carré noir et le grand carré blanc. L’échelle de gris représente

[altitude sur le massif, en metres. En noir, les limites de la RNCF'S du Caroux-Espinouse.
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3. L’apport pour la dynamique parasitaire dans la population

Bien que ces résultats soient préliminaires (réception des données en juillet 2018), ils
nous fournissent des premiers éléments intéressants sur la dynamique parasitaire dans la
population de mouflons du Caroux-Espinouse. Nous avons détecté deux clusters génétiques
(DAPC) qui n’avaient cependant pas de correspondance géographique, ce qui a été confirmé
par I’absence de patron spatial significatif (SPCA). Etant donné le comportement socio-spatial
des femelles, et considérant le fait que les flux de génes assurés par les males ne suffisent pas
a compenser I’effet de ce comportement sur la différenciation génétique (Article 1), nous
pouvions nous attendre a observer une structure génétique « par unité socio-spatiale » chez les
parasites. D’un autre c6té, la structure génétique des femelles mouflons est aussi déterminée
par I’histoire d’introduction, et ¢’est un élément qui aurait également pu impacter la structure

génétique des H. contortus.

Contrairement a nos attentes, nous n’avons pas mis en évidence de correspondance
entre la structure génétique spatiale des mouflons femelles et la structure génétique spatiale
des H. contortus. Il semble donc que les parasites circulent mieux que les génes de mouflons
dans la population. La transmission des parasites entre hotes peut avoir lieu au cours de tous
les types de mouvements effectués par les hotes (i.e. mouvements liés a la reproduction ou
non). Ainsi, la structure génétique spatiale des hotes, qui ne rend compte que des mouvements
aboutissants aux flux de genes, peut sous-estimer la transmission des parasites dans les
populations (Biek & Real 2010). Nos résultats suggerent donc que, malgré la forte fidélité
spatiale des femelles et des males en dehors du rut (e.g. chevauchement des domaines vitaux
saisonniers chez les males : 89.8 = 2.5%, chez les femelles : 88.4 + 4.5%, Marchand et al.
2014b et données non publi€es, philopatrie observée chez les 2 sexes, Dubois et al. 1994,
1996, King & Brooks 2003), les mouvements faits par les males durant la courte période du

rut (octobre-décembre) permettent d’assurer le brassage génétique chez les parasites.

Une autre explication peut aussi €tre qu’en raison d’un échantillonnage déséquilibré
entre males et femelles mouflons, nous ne détectons pas la structure génétique sexe-spécifique
qui pourrait exister chez les parasites. En effet, dans la présente étude, 34 males mouflons (94
H. contortus) contre seulement 10 femelles (24 H. contortus) ont été échantillonnés. On peut
émettre [’hypothése que les communautés de parasites bénéficient d’un meilleur brassage
génétique lorsqu’elles sont portées par les males plutdt que par les femelles. Mouflons males
et femelles vivent dans des groupes séparés durant la quasi-totalité¢ de I’année (voir Chapitre

4, Bourgoin et al. 2018). Les males, et plus particulierement les vieux males, qui ségregent
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plus des femelles que les males plus jeunes (Bourgoin et al. 2018), ont donc plus de chances
d’ingérer les parasites relachés dans I’environnement par d’autres males. Dans la présente
¢tude, les males mouflons échantillonnés ont en moyenne 6.5 ans. Cela peut donc induire une
structure sexe-spécifique des parasites. Bien que males et femelles se rejoignent durant le rut,
et que les jeunes males oscillent de groupes de femelles a groues de vieux males, les échanges
de parasites assurés par ces mouvements ne sont peut-étre pas suffisant pour homogénéiser les
structures génétiques de leurs parasites. A 1’avenir, il pourrait étre intéressant d’échantillonner

plus de femelles afin de confirmer ou infirmer cette hypothese.

Ces derniers ¢léments de discussion font référence a 1’impact de la structure socio-
spatiale que nous attendions sur les flux de génes des parasites. Cependant, un second facteur
structurant aurait pu étre ’histoire d’introduction (voir Article 1, Chapitre 7), si ’on fait
I’hypothése que les mouflons introduits étaient porteurs d’H. contortus. 1’absence de ce
signal chez les H. contortus peut étre la conséquence du biais d’échantillonnage entre sexes
évoqueé ci-dessus. Il se peut également que le brassage génétique assuré par les males ait
gommé toute structure génétique historique. En effet, si la structure génétique historique
persiste chez les femelles (Article 1, Chapitre 7), nous avons vu que ce signal génétique était
faible, indiquant qu’il tendait a étre homogénéisé par les flux de geénes assurés par les males.
Or, les parasites ont un temps de génération beaucoup plus court que les mouflons (intervalle
minimal entre 2 générations d’H. contortus = 27 jours, Crofton 1957, versus 4 ans pour les
mouflons, Hamel et al. 2016). L’évolution des fréquences alléliques est donc plus rapide chez
les parasites que chez les mouflons. En effet, si les parasites ont subi, comme les mouflons, un
fort goulot d’étranglement, la richesse allélique actuelle, bien supérieure chez les parasites
comparée a celle observée chez les mouflons (Tableau 34 et Article 1, Chapitre 7), atteste de
cette évolution plus rapide. Ainsi, la disparition de la structure génétique historique a pu étre
plus rapide chez les parasites que chez les femelles mouflons. Il est a noter ici que 1’évolution
rapide des fréquences allé¢liques chez les H. contortus peut également étre une explication a

I’absence de structure « socio-spatiale » chez les parasites.

En lien avec I’histoire, on peut également s’interroger sur le role qu’ont pu jouer les
«autres hotes » possibles des H. contortus dans le brassage génétique et la création de
diversité génétique. En effet, bien que dans certains cas, les structures des hotes et leurs
parasites puissent correspondre (e.g. Parker & Spoerke 1998), un niveau de structure
génétique inférieur chez les parasites comparé a leurs hotes n’est pas rare (Mazé-Guilmo et al.
2016). Cela est particuliérement vrai lorsque les parasites peuvent avoir plusieurs hotes avec

des capacités de dispersion différentes (e.g. Keeney et al. 2009, Archie & Ezenwa 2011). Les
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H. contortus sont des parasites couramment retrouvés chez beaucoup de petits ruminants,
domestiques ou sauvages (Taylor et al. 2014). Bien qu’une activité agricole persiste dans le
massif du CE, elle est aujourd’hui nettement inférieure a ce qu’elle était (512 ovins et 368
bovins recensés en 1988 contre = 6000 ovins a Rosis, une commune du massif, en 1863,
Bousquel 1999). Par ailleurs, les animaux domestiques sont localisés, soit en périphérie de
I’aire de répartition du mouflon, soit en enclos (G. Bourgoin, communication personnelle).
Leur participation au brassage des H. contortus dans le massif est donc trés probablement
limitée. En revanche, par le passé, ces animaux ont pu contaminer I’environnement et 1’autre
héte possible des H. contortus (le chevreuil, voir ci-dessous), homogénéisant les fréquences

alléliques de leurs parasites dans le massif, avant méme que le mouflon ne soit introduit.

En effet, des chevreuils sont présents dans le CE. Leur densit¢ de population est
néanmoins bien inférieure a celle du mouflon (Cugnasse et al. 1987, Bourgoin et al. 2018) et
leurs domaines vitaux ont une taille inférieure a ceux du mouflon (e.g. 40 a 135 ha selon
’age, le sexe et la période en Norvege, Mysterud 1999, 20 a 110 ha selon le sexe et la période
en Suede, Kjellander et al. 2004, 25 ha en moyenne pour les femelles en France, Said &
Servanty 2005, contre 200-360 ha en moyenne selon le sexe pour le mouflon, voir Chapitre
4). Ainsi, méme si le chevreuil assure peu de mouvements de parasites, étant donné qu’il est
probablement présent sur le massif depuis plus longtemps que le mouflon (Cugnasse &
Chiappin 1992), il a pu participer a homogénéiser les fréquences alléliques des H. contortus.
Une comparaison génétique entre les H. contortus présents chez le chevreuil et les animaux
domestiques peut constituer une étude complémentaire a la présente. Cela permettrait de
vérifier que les H. contortus partagés par le mouflon et les autres hotes présents dans le massif
ne présentent pas de différenciation génétique (e.g. Archie & Ezenwa 2011). De plus, afin de
mieux comprendre I’histoire des populations d’H. contortus dans le massif du Caroux-
Espinouse, nous pourrions mener des études de phylogéographie et utiliser d’autres types de
marqueurs génétiques (e.g. ADN mitochondrial, Archie & Ezenwa 2011), en raisonnant a

I’échelle interspécifique.

Il est important de noter ici qu’il est peu probable que ’absence de structure soit
imputable a la présence d’alléles nuls car on s’attendrait plutot a ce que cela crée 1’effet
inverse (i.e. une structure fictive due a des différences importantes entre fréquences alléliques,
Chapuis & Estoup 2007). Afin de vérifier cette absence de structure, une poursuite
intéressante de cette étude serait de mener des investigations a une échelle spatiale plus
grande. En effet, la non-correspondance entre structures génétiques des hotes et des parasites

peut révéler que les processus évolutifs ne se font pas a la méme échelle spatiale chez les
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parasites et chez les hotes. A I’échelle spatiale actuelle, il ne semble pas que nous puissions
identifier les éléments structurants les populations d’H. contortus, et, augmenter la taille de la
zone d’étude pourrait permettre de mieux comprendre comment se font les flux de génes. Les
H. contortus présentent, en effet, souvent peu de différenciation génétique, méme a large
échelle spatiale dans les populations sauvages (e.g Shen et al. 2017). Une fois 1’échelle
spatiale adéquate identifiée (e.g. en en testant plusieurs), nous pourrons poursuivre les
recherches et par exemple, appliquer des approches de génétique du paysage afin d’identifier
les éléments (im)perméables aux flux de génes (Archie et al. 2009). 1l faudrait également
obtenir des informations sur la structure génétique des parasites au sein de la réserve, et des
mouflons en dehors de celle-ci. En effet, ici, nous n’avons échantillonné que des individus
hors-réserve. Dans cette zone, les activités humaines sont bien moins réglementées qu’au sein
de la réserve et la chasse est autorisée (voir Chapitre 5). Le dérangement peut modifier la
structure socio-spatiale du mouflon et induire plus de mouvements, contribuant a

homogénéiser les fréquences alléliques des parasites.

Dans les parties précédentes, nous avons vu quel rdle crucial jouaient la diversité
génétique et les flux de génes dans les mécanismes de coévolution des hotes et leurs parasites
et pourquoi il était important d’étudier ces mécanismes dans un but de gestion durable des
populations. Apres avoir étudié 1’impact des mouvements des hotes sur les flux de génes des
parasites, une poursuite intéressante est d’étudier I’impact des parasites sur leurs hotes. En
effet, la présence des parasites au sein des hotes crée une forte pression de sélection poussant
les hotes a s’adapter. Or, le matériel sur lequel agit la sélection naturelle est la diversité
génétique, et la diversité génétique joue un réle important dans la résistance des hotes face
aux pathogenes (voir Chapitres 1 et 2). On peut ainsi s’attendre a observer un lien entre
diversité génétique et résistance face aux parasites, ces derniers modulant le profil génétique

des hotes. C’est ce que 1’on se propose d’étudier dans le chapitre suivant.
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Abstract. Parasite infections can have substantial impacts on population dynamics and are
accordingly a key challenge for wild population management. Here we studied genetic
mechanisms driving parasite resistance in a large herbivore through a comprehensive
approach combining measurements of neutral (16 microsatellites) and adaptive (MHC DRB1
exon 2) genetic diversity and two types of gastrointestinal parasites (nematodes and coccidia).
While accounting for other extrinsic and intrinsic predictors known to impact parasite load,
we show that both neutral genetic diversity and DRBI1 are associated with resistance to
gastrointestinal nematodes. Intermediate levels of multi-locus heterozygosity maximized
nematodes resistance, suggesting that both in- and outbreeding depression might occur in the
population. DRB1 heterozygosity and specific alleles effects were detected, suggesting the
occurrence of heterozygote advantage, rare-allele effects and/or fluctuating selection. On the
contrary, no associations were detected between genetic diversity and resistance to coccidia,
indicating that different parasite classes are impacted by different genetic drivers. This study
provides important insights for large herbivore and wild sheep pathogen management, and in
particular suggests that factors likely to impact genetic diversity and allelic frequencies,

including global changes, are expected to impact parasite resistance.

Keywords. Heterozygosity-fitness correlations, Immunocompetence, MHC, Gastro-intestinal

Nematodes, Coccidia
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Both candidate gene and neutral genetic diversity correlate with parasite resistance in female
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Chapitre 10
Résistance génétique des hotes face a leurs parasites

1.1. Introduction

Parasites are an important component of ecosystems and can have substantial impacts on host
fitness and population dynamics. Parasites can affect body condition (e.g. Delahay et al. 1995,
Hakkarainen et al. 2007, Debeffe et al. 2016), reproductive success (e.g. Mulvey et al. 1994,
Pelletier et al. 2005), survival (e.g. Hudson et al. 1998), feeding behavior (e.g. Forbes et al.
2000) and/or interspecific interactions (e.g. Hudson et al. 1992a, Packer et al. 2003). While
parasitism causes significant economic losses in animal production around the world (e.g.
gastrointestinal nematodes (GINs), Roeber et al. 2013, Karrow et al. 2014), in wild
populations its impact on individual and population viability (Smith et al. 2009) can lead to

management and conservation issues (Grenfell and Gulland 1995, Daszak et al. 2000).

Resistance to parasites, defined as the “host’s ability to interact with and control the
lifecycle of the parasite” (Bishop and Stear 2003, Bishop 2012), depends in part on the
genetically determined immune system of hosts and hence involves both the genetic
characteristics (e.g. presence of specific alleles) and variability of hosts (Saddiqi et al. 2011,
Hayward 2013, Sweeney et al. 2016, Benavides et al. 2016). The influence of genetics on
parasite resistance is also mediated by other extrinsic and intrinsic factors such as population
density, environmental conditions, age, sex and body condition (Bertolino et al. 2003, Saddiqi
et al. 2011, Body et al. 2011, Hayward 2013, Aleuy et al. 2018). Consequently, all the
elements likely to impact genetic diversity are expected to impact parasite resistance as well.
In the current context of habitat fragmentation (Lande 1998, Farhig 2003) impacting
population sizes, gene flow and thus genetic diversity (Frankham et al. 2004, Heller et al.
2010, Creech et al. 2017) and of climate change modifying parasite environmental persistence
and dynamics (van Dijk et al. 2010, Morgan and van Dijk 2012, Rose et al. 2015), gathering
knowledge on the genetics of parasite resistance has become crucial for population

management and conservation purposes.

A large body of literature on the genetics of parasite resistance investigates
heterozygosity-fitness correlations (HFCs) using heterozygosity as a measure of genetic
diversity and parasite resistance as a fitness proxy. Positive relationships between pathogen
resistance and heterozygosity have been evidenced in numerous taxa (e.g. wild boars, Sus
scrofa, Acevedo-Whitehouse et al. 2005; raccoons, Procyon lotor, Ruiz-Lopez et al. 2012;
Alpine ibex, Capra ibex, Brambilla et al. 2015; mongooses, Mungos mungo, Mitchell et al.
2017). Effects of specific loci and especially candidate genes (i.e. encoding genes associated
with immunity) on pathogen resistance have also been documented (see e.g. Coltman et al.

1999, MacDougall-Shackleton et al. 2005, Oliver et al. 2009, Sin et al. 2014, Osborne et al.
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1. Géne candidat et diversité génétique neutre sont corrélés avec la résistance face aux parasites chez
les femelles mouflons Méditerranéens (Article 3).

2015, Bateson et al. 2016). For instance, Luikart et al. (2008) had shown that the link between
heterozygosity and parasite burden relies on microsatellites located in candidate genes instead
of on microsatellites in genome portions assumed as neutral. Although a large majority of
studies evidenced positive correlation between parasite resistance and heterozygosity,
contrasting results can nevertheless be observed: inconclusive studies (Brown et al. 2013),
negative correlations (e.g. Ilmonen et al. 2007, Olano-Marin et al. 2011b, Soulsbury and
Lebigre 2018) or no correlation between pathogen resistance and heterozygosity and/or
specific loci/alleles (e.g. Coté et al. 2005, Schwensow et al. 2007, Ortego et al. 2007b, Hoeck
and Keller 2012) can be found.

Three main hypotheses might explain HFCs (Hansson and Westerberg 2002): 1) the
direct effect hypothesis positing a direct link of genetic markers with fitness (e.g. encoding
genes), 1i) the local effect hypothesis (or indirect effect hypothesis) claiming that the markers
considered are in linkage disequilibrium (non-random association of alleles at different loci)
with fitness-linked loci and iii) the general effect hypothesis asserting that the heterozygote
advantage is due to a genome-wide effect of fitness loci with more diverse individuals thought
to be more efficient in coping with infections (e.g. Luong et al. 2007). However, since the
existence and detection of HFCs are largely environment- and context-dependent (Szulkin et
al. 2010), distinguishing between the three hypotheses is a challenging task. In particular,
HFCs depend on the inbreeding level of the population (identity disequilibrium, Szulkin et al.
2010), the genetic markers and fitness components used and the ability of these markers to
capture genome-wide diversity (DeWoody and DeWoody 2005, Vali et al. 2008, Miller et al.
2014). In the case of parasite resistance, HFCs may also depend on the parasites and hosts
species studied (e.g. Ortego et al. 2007a, 2007b). Indeed, not all parasites have the same
effects on hosts and thus the effects of genetic diversity on resistance may vary from one class
to another and according to co-infections (Ezenwa et al. 2010, Ruiz-Lopez et al. 2012). In
addition, immunocompetence of individuals is a highly polygenic trait involving numerous
genes associated with immunity functions (e.g. X-chromosome, Beraldi et al. 2007; gamma
interferon, Coltman et al. 2001; Toll-like receptors, Lin et al. 2016; major histocompatibility
complex (MHC), Kloch et al. 2010, Acevedo-Whitehouse et al. 2018; reviewed by Hayward
2013 and Benavides et al. 2016). Comparative studies combining different approaches and
different parasites types are thus needed to better understand functional links between

genetics and pathogen resistance.

Here, we proposed to gain better knowledge on the genetics of resistance and

underlying mechanisms by combining candidate genes and neutral diversity approaches for
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two parasites classes, gastrointestinal nematodes (GINs) and protozoan parasites (Coccidia,
Eimeria spp.) in female Mediterranean mouflon (Ovis gmelini musimon x Ovis sp.). GINs and
coccidia are common parasites of small ruminants (Samuel et al. 2001, Taylor et al. 2015) and
are known to impact fitness (e.g. Gulland 1992, Colditz 2008) and cause important economic
losses in domestic livestock (Chartier and Paraud 2012, Charlier et al. 2014). While they have
been the object of numerous studies on genetic parasite resistance in domestic sheep (e.g.
Sayers et al. 2005, Figueroa Castillo et al. 2011, Valilou et al. 2015; see also Dukkipati et al.
2006a for a review), they have been much less investigated in wild sheep species (but see
Paterson et al. 1998, Coltman et al. 1999, 2001, Beraldi et al. 2007 for examples in feral Soay
sheep, Ovis aries, and Luikart et al. 2008 for an example in bighorn sheep, Ovis canadensis)
despite similar expected detrimental effects and the existence, for these wild species, of both
conservation (e.g. Shackleton and IUCN/SSC Caprinae Specialist Group 1997, Valdez 2008)
and management issues (e.g. Harris and Pletscher 2002, Chapuis et al. 1994, Bertolino et al.

2009).

In both the neutral diversity and candidate gene approaches, we first accounted for
other extrinsic and intrinsic predictors known to impact parasitism load (e.g. socio-spatial
organization, Altizer et al. 2003; population density, Body et al. 2011; age, sex, Hayward et
al. 2013; body condition Debeffe et al. 2016). We then assessed, for the neutral diversity
approach, if multi-locus heterozygosity from a set of neutral markers (16 microsatellites) was
associated with parasite resistance as measured by fecal egg or fecal oocyst count (FEC or
FOC, for GINs and coccidia, respectively). In line with most HFC studies, we expected the
more heterozygous individuals to be more resistant to parasite infection because more diverse
individuals are expected to carry more adaptive alleles to resist parasites and/or to express
deleterious recessive alleles less (e.g. Coltman et al. 1999, Cassinello et al. 2001, Brambilla et
al. 2015). For the candidate gene approach, we focused on MHC DRBI class II gene, known
to encode for binding proteins presenting extracellular antigens to T-lymphocytes (Dukkipati
et al. 2006b) and to be linked to parasite resistance in sheep and mammals (see e.g. Schwaiger
et al. 1995, Sayers et al. 2005, Kloch et al. 2010, Acevedo-Whitehouse et al. 2018). A high
variation at MHC class II loci is often considered advantageous since it should enable an
increased number of pathogens to be recognized and subsequent immune response (Doherty
and Zinkernagel 1975, see also Bernatchez and Landry 2003, Sommer 2005 for reviews).
However, the presence of certain genotypes or alleles at candidate loci has also been shown to
be associated with parasite resistance or susceptibility (e.g. Figueroa Castillo et al. 2011,
Valilou et al. 2015). We thus independently tested for the effects on parasite resistance of

genotypes, heterozygosity and the presence of specific alleles at DRB1 locus in order to
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discriminate between the diverse possible effects. We expected homozygous individuals at
candidate locus to be more susceptible to parasite infections while specific association with
genotypes and/or alleles could also be observed. In order to disentangle between genome-
wide or immune gene associations, neutral multi-locus heterozygosity and immune gene were
all considered in the same analyses. Finally, since GINs and coccidia are two very different
classes of parasites (macro-parasites and protozoan micro-parasites, respectively) driven by
diverse immune mechanisms (Cox 2001, Cizausk et al. 2014), results between them were

expected to be different (see e.g. Carmo et al. 2009, Ruiz-Lopez et al. 2012, Ezenwa 2016).

1.2. Material and Methods
1.2.1. Study population and data collection

The Mediterranean mouflon study population originates from the release of 19 individuals
between 1956 and 1960 (Garel et al. 2005a) in a National Hunting and Wildlife Reserve
(1658 ha, 532-1,124m above sea level; hereafter called "reserve") in the Caroux-Espinouse
massif (43°38’N, 2°58’E, 17,000 ha, 130-1,124 m asl, southern France). Vegetation is
composed of beech, chestnut and coniferous forests in this low mountain area where deep
valleys and plateaus draw a mosaic of ridges and talwegs (i.e. lines of lowest elevation within
a valley, see Marchand et al. 2015b, 2017a for details). Local climate is under the influence of
Mediterranean, oceanic and mountainous weather patterns (Baudi¢re 1962) with dry and hot

summers, autumns with lots of precipitation and cold winters (Garel et al. 2004).

The population has been monitored each year since 1974 during spring and early
summer (April-July) by capture-mark-recapture. Animals were baited with salt and captured
using individual or collective traps and dropping nets. When captured, animals were marked
with a numbered/colored collar; biometric measurements were made and hairs and faeces
were sampled for genetic and coproscopic analyses. All captures, handling, collaring and
sampling were performed according to the appropriate national laws for animal welfare, and
procedures were approved by the pertinent French administrations. Genetic analyses revealed
that gene flow is mostly insured by male reproductive dispersal (reproductive excursions,
Portanier et al. 2017) while ewes are philopatric (Dubois et al. 1992, 1994, Dupuis et al.
2002). Females exhibit a significant socio-spatial genetic structure consisting primarily of
three spatially disconnected and genetically differentiated units (Nf, Cf and Sf, see Portanier et
al. 2017) and gene flow has been shown to be impacted by several landscape features

(Portanier et al. 2018).
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1.2.2. Genetic analyses
1.2.2.1. Neutral genetic diversity

Individuals were genotyped at 16 microsatellite markers (see Portanier et al. 2017 for details)
using hair samples. Genotyping was performed by the Antagene laboratory (Limonest,
France, www.antagene.com) following the procedure presented in Portanier et al. (2017). To
assess if genome-wide genetic diversity was associated with parasite resistance, we calculated
the standardized multi-locus heterozygosity (sMLH) for individuals having at least 13
microsatellite markers. sSMLH was calculated as the ratio between the proportion of loci at
which an individual was heterozygous and the mean heterozygosity of typed loci (see
Coltman et al. 1999) using the inbreedR package for R software (Stoffel et al. 2016). To
determine if our set of markers was a good proxy for genome-wide heterozygosity and
discriminate between global and local effects of SMLH, we quantified identity disequilibrium
in the whole population and within each socio-spatial unit by estimating g», a measure of the
covariance in heterozygosity using Robust Multi-locus Estimates of Selfing software (RMES,
David et al. 2007) with 10,000 iterations. RMES tests whether g, is significantly different
from zero. If g, = 0, HFCs are not expected to appear because identity disequilibrium is not

expected to be present in the population.

1.2.2.2. Candidate gene approach

The second exon of the MHC-DRB class II gene encoding the ligand-binding domain
of the protein was amplified and sequenced for all individuals. Each sample was analyzed
twice by at least two independent technical replicates. Briefly, we performed the two-step
PCR strategy combined with the dual-index paired-end sequencing approach described in
Galan et al. (2018). During the first PCR, we used a modified version of the primers LA31
(5'-GATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCT-3") and LA32 (5'-
TTCGCGTCACCTCGCCGCTG-3") initially designed for cattle (Sigurdardottir et al. 1991),
with the addition of a partial overhang Illumina sequencing primers in 5'-end. The first PCRs
were carried out in a 10 pL reaction volume using 5 uL of Multiplex PCR Kit (Qiagen) and
0.5 mM of each primer. We added to each well a volume of 1.5 pL of DNA. This PCR
consists of an initial denaturation at 95°C for 15 min, followed by 40 cycles of denaturation at
94°C for 30 s, annealing at 55°C for 30 s and extension at 72°C for 30 s, with a final
extension phase at 72°C for 10 min. The second PCR consists of a limited-cycle amplification
step to add multiplexing indices i5 and 17 and Illumina sequencing adapters P5 and P7 at both
ends of each DNA fragment (see Galan et al. 2018 for details). The PCR products were

verified by electrophoresis in a 1.5% agarose gel. One negative control for extraction, one

254



1. Géne candidat et diversité génétique neutre sont corrélés avec la résistance face aux parasites chez
les femelles mouflons Méditerranéens (Article 3).

PCR blank and one negative control for indexing were systematically added to each of the
PCR microplates. Each DNA extraction was amplified and indexed in two independent PCR
reactions. These PCR replicates were used as technical replicates to confirm the genotypes
and further remove the false-positive results (Robasky et al. 2014). PCR products were pooled
by volume and a 2x250bp paired-end MiSeq (Illumina) run was conducted. The SESAME
barcode software (SEquence Sorter & AMplicon Explorer, Piry et al. 2012) was used to sort
sequences, identify and discard artefactual variants, and generate the haplotypes and

individual genotypes.

In the candidate gene approach, we also genotyped a microsatellite located in the
gamma interferon gene (chromosome 3, o(IFN)-y) known to be linked with parasite resistance
in wild sheep (see e.g. Coltman et al. 2001). However, based on the analysis of a
representative subset of 48 individuals, we found the o(IFN)-y to be monomorphic in our

population and it was thus not considered in subsequent analyses (data not shown).

1.2.3. Fecal parasite egg and oocysts counts

Mediterranean mouflon might be infected by a large diversity of endoparasites such as
Trichuris spp., Moniezia spp. or Dicrocoelium spp. but the most prevalent are strongylid
nematodes and coccidia (Eimeria spp., Morgan and van Dijk 2012, Cockenpot 2013). We
accordingly limited our analyses to these last two parasites types. Strongyles and coccidia
abundances were estimated by counting the number of eggs and oocysts in fecal samples
(FEC and FOC, respectively, are widespread parasite resistance measurements often used in
HFCs studies; see e.g. Brambilla et al. 2015, Debeffe et al. 2016). FEC and FOC represented
the abundances of all strongyles and coccidia species present in the samples, respectively.
Coproscopic analyses were performed between 2010 and 2017. Faeces samples were
individually stored in a refrigerated container before analyses. FEC and FOC were estimated
using a modified MacMaster procedure. After sample homogenization, 5 grams of faeces
were weighed and mixed with 70mL of zinc sulfate (d=1.36). The sample was then filtered
through a sieve lined with a compress and the homogenized filtrate was immediately loaded
in two 0.15mL chambers of a MacMaster slide. After allowing them to float at the surface for
at least one minute, eggs and oocysts were counted using a compound microscope
(magnification x100). The number of eggs or oocysts per gram of faeces (EPG and OPG,
respectively) was obtained by multiplying the total number of counted eggs by 50. In order to
perform a qualitative examination (“control slide” hereafter), we filled a 14 ml tube with the
remaining solution until a meniscus was obtained; a cover slide was then placed on the tube.

After Smin of centrifugation at 1200 rpm, the cover slide was recovered and placed on a
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microscope slide. We searched for parasite propagules using a microscope (magnification
x40-400). The theoretical sensitivity of the MacMaster is 50 EPG/OPG of fecal matter. When,
for an individual, no eggs or oocysts were observed using the MacMaster technique, but at
least one egg or oocyst was observed on the control slide, we attributed the value of 25
EPG/OPG for FEC or FOC. FEC and FOC had skewed distribution and were log-transformed
to obtain a normal distribution. To avoid log of zero for GINs, 10 was added to FEC values.
We assessed repeatability of FEC and FOC measurements for a given animal by computing
intra-class correlation coefficients (for unbalanced design because number of measurements

differed among animals, Burdick et al. 2006).

1.2.4. Statistical analyses

Prior to testing for genetic effects on FEC and FOC we first identified (and accounted for)
other intrinsic and extrinsic variables known to impact parasitism (Body et al. 2011, Hayward
2013, Benavides et al. 2016, Altizer et al. 2003, Vander Wal et al. 2012, Mejia-Salaza et al.
2016, Marchand et al. 2017b). Variables considered included the year and the Julian date of
sampling to account for intra and inter-annual variations in environmental conditions and
population densities. We corrected for part of the sampling variance by adding the number of
days between sampling and coproscopic analyses in the models since it can impact the
number of fecal eggs and oocysts counted (Nielsen et al. 2010, Drimtzia and Papadopoulos
2016). We only considered individuals for which less than 30 days elapsed between the
sampling and laboratory analyses. Body condition (Scaled Mass Index, calculated based on
individual mass and metatarsus length, Peig and Green 2009) was included to account for
heterogeneity in individual quality, and age was included to account for changes in immunity
with age (e.g. Hayward et al. 2009, Body et al. 2011, Plowright et al. 2017, Cheynel et al.
2017). Since females cannot be accurately aged when >3 years old (Ryder 1983), ages were
divided into 4 classes: 1, 2, 3 and >4-year-old individuals. However, due to the paucity of data
on males and juveniles, in this study we focused on sexually mature females only (i.e. two or
more years old; Garel et al. 2005a). A total of 79 individuals representing 120 observations
were included in subsequent analyses. Finally, the socio-spatial unit (SSU) of individuals was
also included (80, 28 and 10 observations from the Cf, Nf and Sf socio-spatial units,
respectively) since spatial structure of the population, when overlooked, can lead to spurious

HFCs (Slate and Pemberton 2006).

We applied a two-stage procedure in a linear mixed model selection framework, first
identifying for each response variable the best non-genetic model (including both extrinsic

factors and other, not purely molecular, intrinsic factors) to which genetic predictors (both
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neutral and adaptive) were then added. The predictors included in non-genetic models can
also have a genetic basis (e.g. body condition, Wilson and Nussey 2010) but are different
from direct genetic measurements such as the ones included in genetic models. Such two-
stage procedures enabled measurement of the importance of genetic predictors relative to
other factors known to impact parasite resistance, and to avoid over-parameterization of
models. Model selection was done by comparing corrected Akaike’s Information Criterion
(AICc) values of the possible models. All variables included in models being in a range of
AAICc < 2 were included in the optimal non-genetic model. We then evaluated the
improvement of models through the addition of genetic predictors. Since there could be
specific and/or general effects of genetic diversity on FEC and FOC, three sets of genetic
models were created and included (i) sMLH and/or the DRB1 heterozygosity status of
individuals coded as 1 if heterozygous and 0 if homozygous, (ii)) sSMLH and/or the presence of
specific DRBI alleles, coded as 1 if present and 0 if absent (see e.g. Bateson et al. 2016 for a
similar approach on survival), and (ii1) SMLH and/or the DRB1 genotypes of individuals.

All continuous variables (sMLH, day of sampling, body condition, time elapsed
between sampling and coproscopy) were centered and scaled (mean = 0, standard deviation =
1) before analyses and individual identity and year of sampling were included as random
effects to account for repeated measurements and measurements made in different years,
respectively. We also tested for possible non-linear relationships between FEC and FOC and
continuous variables by adding their quadratic terms in models. If the addition of the
quadratic term did not improve the model by more than two AICc units (AAICc > 2), only the
linear term was retained to perform model selection. Multi-collinearity of predictors was
checked using variance inflation factors (VIF, vif.mer function, Franck 2011). Following Zuur
et al. (2010), if a predictor showed a VIF > 3, it was not kept in model selection. In both non-
genetic and genetic steps, residual structure and normality of the best models were tested and
visually assessed (see Online Resource 2). We measured the relative likelihood of each model
using the AIC weights. Goodness-of-fit was assessed using conditional (R*c) and marginal
(R?m) R?, representing the variance explained by the fixed and random effects and by the

fixed effects alone, respectively.

Finally, in order to discriminate between the hypotheses of local or global effects of
neutral genetic diversity on parasite resistance, we followed the method proposed by Szulkin
et al. (2010). We built two models including the non-genetic predictors retained and (i)
sMLH, and its quadratic term if necessary, as the sole genetic predictor (“global” model) or

(i1) all single locus heterozygosities, with each individual coded as 1 if heterozygous or 0 if
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homozygous (“local” model). The two models were then compared using a F-ratio test. If the
“local” model explains more variance than the “global” model, the local effect hypothesis will
receive more support than the global one. Since there are relatively large differences in loci
heterozygosity levels (see Portanier et al. 2017), we also performed the test using the
standardized approach introduced by Szulkin et al. (2010), in which more weight is given to
more heterozygous loci. Both non-standardized and standardized approaches led to the same
results; only results of the standardized approach are given in the following. All modeling and
model selection were performed using Ime4 (Bates et al. 2015) and MuMIn packages (Barton
2016) of R 3.3.1 software (R core Team 2016). Significance tests were performed using the
ImerTest package (Kuznetsova et al. 2016) and model plots were carried out using the visreg

package (Breheny and Burchett 2017) of R 3.3.1 software (R core Team 2016).

1.3. Results
1.3.1. Genetic diversity

The multi-locus heterozygosity sMLH ranged from 0.36 to 1.36 and had an average value of
0.91. The set of 16 microsatellites showed a g, not significantly different from zero, neither
when the whole population was considered (g> = 0.008 £ 0,009, p = 0.10) nor when analyses
were performed for each socio-spatial unit separately (Nf: g> = -0,009, p = 0.69; Cf: g> = -
0,007, p = 0.16; Sf: g, =0.06, p = 0.07). Three DRB1 alleles, which have all been previously
described in domestic sheep, were identified (Ovar-DRB1*0324, Ovar-DRB1*07012 and
Ovar-DRB1*0114, see Herrmann-Hoesing et al. 2008, GeneBank accession numbers: Ovar-
DRB1*0324, DQ659119.2, Ovar-DRB1*07012, AY884017.2 and Ovar-DRB1*0114,
DQ659116.2) leading to six different genotypes (named from A4 to F, see Tableau 35). The
two individuals presenting genotype F were removed from the dataset before analyses to
avoid false positive effects caused by a too small sample size. A total of 77 individuals

representing 118 observations were thus considered in subsequent analyses.

Tableau 35: DRBI alleles, genotypes and number of individuals in each class (n).

SeenOty 4 B C D E F

Alleles *0324/*03  *0324/*070 *0324/*01 *07012/*070 *07012/*01 *0114/*01
24 12 14 12 14 14

n 44 29 31 7 7 2

1.3.2. Parasite prevalence and abundance

The prevalence of coccidia was 100% with FOC ranging from 25 to 11300 OPG (median
FOC = 925). GINs were present in 76 out of 77 individuals with FEC ranging from 0 to 5100
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EPG (median FEC = 350). Repeated measurements were available for 29 individuals (70
observations) and mean repeatability for FOC was 0.08 ([0.00 - 0.44] os0, 1¢) While it was
higher for FEC with an average value of 0.41 [0.13 - 0.70] 95 1c-

1.3.3. Non-genetic variables

For FOC, the five first models were equivalent (AAICc < 2) and included age, body
condition, time lapse between sampling and coproscopy, and Julian date (see Online
Resources 1 and 2 for more details). The best non-genetic model retained for coccidia thus
accounted for these four non-genetic variables. For GINs, the best non-genetic model

included only the effect of body condition (see Online Resources 1 and 2 for more details).

1.3.4. HFC and locus-specific effects

In the second step of the inferential approach, we added genetic predictors to the best non-
genetic model previously retained. None of the genetic predictors showed VIF higher than
three in any of the model sets for both parasite types, indicating no correlation issues
(Appendix 1.7.3,Tableau 41). When considering coccidia no quadratic relationship between
sMLH and FOC was detected (Appendix 1.7.3,Tableau 42) and the best model was the non-
genetic model (Tableau 36) indicating that the genetic predictors we studied were not
significantly linked to coccidia resistance. For GINs, a quadratic relationship between sMLH
and FEC was detected in the three sets of models (i) DRB1 heterozygosity status, (ii) presence
of specific DRBI alleles and (iii) DRB1genotypes (Figure 59, Appendix 1.7.3,Tableau 42). In
all models where sMLH and sMLH? appeared, estimates were negative for sMLH and
positive for sSMLH? (Tableau 37) indicating a U-shaped relationship (Figure 59).
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Figure 59: Predicted GINs burdens (FEC) values as a function of scaled sMLH from each
best genetic model in each model set: (i) sMLH + DRBI heterozygosity status, (ii) sSMLH +
presence of DRB1*0114 allele and (iii) sMLH + DRB1genotypes.

Black lines represent predicted values and grey bands represent the 95% confidence interval.

Upper and lower ticks represent the number of positive and negative residuals, respectively.

Almost all GINs models including genetic predictors (16 out of 19) had a lower AICc than the
non-genetic model, highlighting the strong relationship between GINs resistance and genetics.
In particular, the model including DRB1 heterozygosity (model set (i)) was the best model
(lowest AICc), indicating that among the three DRBI1 characteristics evaluated
(heterozygosity, alleles and genotypes), heterozygosity was the best descriptor of parasite
resistance for GINs. The model including both sMLH/sMLH? and DRB1 heterozygosity was
better than the models including only DRBI1 heterozygosity or sMLH/sMLH? (AAICc >
2,Tableau 36). A significant difference of 52% in averaged FEC was detected between
heterozygous and homozygous individuals (Figure 60A). When testing the effects of specific
alleles at DRBI locus on FEC (model set (ii)), the best model was the model including
sMLH/sMLH? and DRB1*0114 allele (Tableau 36). Estimate was negative for the presence of
this allele (Tableau 37) and its presence led to a 56% decrease in FEC between individuals
carrying or not carrying these alleles (Figure 60B). Finally, in the model set (iii), the models
including sSMLH/sMLH? and DRB1 genotypes or only DRB1 genotypes were better than the
non-genetic model (AAICc > 2,Tableau 36). We found a marked gradient (Figure 60C)
between the most parasitized DRB1 genotype (D) and the least parasitized genotype (C) with
a statistically significant difference between A and C genotypes, leading to a 57.2% decrease

in averaged FEC. The F-ratio test between “local” and “global” models revealed no
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significant differences, indicating stronger support for the global hypothesis (£ = 0.96, d.f. =

37, p = 0.54).

Tableau 36: Model selection of mixed-effects models based on corrected Akaike’s Information

Criterion (AICc) for testing the effects of SMLH and DRBI gene on parasite resistance as

measured by FOC and FEC.

Three sets of genetic models have been tested on FOC and FEC including either (i) the effects
of sSMLH and DRBI heterozygosity status (H DRBI), (ii) the effects of sMLH and the
presence of specific DRBI alleles or (iii) the effects of sMLH and DRBIgenotypes (G _DRBI).

D.f are the degree of freedom, weight is the Akaike weight. NG stands for the non-genetic

variables retained from the first step of the modeling approach (see Online Resource 1). R,
R2 and R3 stand for DRBI *0324, DRB1*07012 * and DRB1*0114 alleles, respectively.

df. AlCc AAICc Weight Model set

FOC

NG 9 37911  0.00 0.191 all
NG +R2 10 37953 042 0.154 i
NG +R1 10 38007 097 0.117 i
NG + HDRB 10 38108 197 0.071 i
NG + sMLH 10 38127  2.16 0.065 all
NG +R3 10 38148 238 0.058 ii
NG +R1+R2 11 38161 251 0.054 i
NG +R2 + R3 11 38173 263 0.051 i
NG +sMLH + R2 11 38185 274 0.048 i
NG +sMLH + R1 11 38230  3.19 0.039 ii
NG +R1 +R3 11 38250  3.40 0.035 ii
NG + sMLH + HDRB 11 38326  4.16 0.024 i
NG + sMLH + R3 11 383.67 457 0.019 ii
NG + sMLH + RI + R2 12 38396 485 0.017 ii
NG +R1 +R2 + R3 12 38400  4.90 0.016 ii
NG + sMLH + R2 + R3 12 38406  4.96 0.016 i
NG +sMLH + R1 + R3 12 38478  5.67 0.011 i
NG+G DRBI 13 38621 711 0.005 iii
NG +sMLH + R1 + R2 + R3 13 38638 727 0.005 i
NG +sMLH +G_DRBI 14 38865  9.54 0.002 iii
FEC

NG + sMLH + sMLIZ + HDRB 8 37834 0.00 0.298 i
NG + sMLH + SMLH? + R3 8 37961 128 0.158 i
NG+sMLH+sMLH2 +R1 +R3 9 38061 227 0.096 i
]Xi; SMLH +sMLH® + RI+R2 15 30107 273 0.076 i
NG +R1 +R3 7 38152 3.8 0.061 i
NG +R3 6 38161 328 0.058 i
NG+sMLH+sMLH2 +R2+R3 9  381.65 33l 0.057 i
NG + HDRB 6 38233  3.99 0.041 i
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NG+ R1+R2 +R3 8 382.44 4.11 0.038 i
NG + sMLH + sMLH? 7 382.90 4.56 0.03 all
NG +sMLH +sMLH? + G_ DRBI 1 383.27 493 0.025 1ii
NG +R2 +R3 7 383.85 5.51 0.019 i
NG + G_DRBI1 9 384.73 6.40 0.012 il
NG + sMLH + sMLH? + R1 8 384.87 6.54 0.011 i
NG + sMLH + sMLH? + R2 8 385.19 6.85 0.01 il
NG +sMLH +sMLH? + R1 +R2 9 387.04 8.70 0.004 il
NG 5 387.61 9.27 0.003 all
NG +R1 6 389.07 10.73 0.001 il
NG + R2 6 389.63 11.30 0.001 il
NG +R1 +R2 7 391.33 12.99 0 i
A) DRB1 Heterozygosity B) DRB1*0114 allele C) DRB1 Genotypes
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Figure 60: Predicted GINs burden (FEC) values obtained from best genetic models for (A)
DRBI1 heterozygous and homozygous individuals, (B) for individuals carrying or not carrying
the DRB1*0114 allele or (C) individuals carrying one of the DRBI genotype.

Black lines represent predicted values and grey bands represent the 95% confidence interval.

Upper and lower ticks represent the number of positive and negative residuals, respectively.
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Tableau 37: Model estimates and goodness of fit (R’c and R’m) of the best genetic model for
model sets (i) testing the effects of sSMLH and DRBI heterozygosity status (H DRBI), (ii)
testing the effects of SMLH and the presence of specific DRBI alleles and (iii) testing the
effects of MLH and DRB1genotypes (G_DRBI) on FEC.

SMLH is the standardized multilocus heterozygosity. Non-genetic terms were retained in the
first step of the modeling approach (see main text). P-values are coded by asterisks: “***”

forp =0.001, “**” for p = 0.01, “*” forp = 0.05, “.” for p = 0.1.

B+SE t value P R’c R’m
Model set (i) 0.44 0.27
Intercept 6.10+0.17
Body condition -0.48 +0.11 -4.24 HoAk
sMLH -1.01+1.23 -0.82
sMLH? 336+ 1.19 2.80 *x
HDRB -0.61 +0.24 -2.60 *
Model set (ii) 0.45 0.28
Intercept 5.95+0.14
Body condition -0.51£0.11 -4.49 ok
sMLH -0.67 +1.26 -0.54
sMLH? 3.07+1.23 2.50 *
DRB1*0114 -0.63 +0.27 -2.33 *
Model set (iii) 0.46 0.28
Intercept 6.08 £0.19
Body condition -0.49+0.12 -4.28 ok
sMLH -0.77 £ 1.26 -0.61
sMLH? 3.10+1.30 2.39 *
G DRBI1 B -0.41+0.30 -1.38
G DRBIC -0.87 +0.31 -2.77 *x
G DRB1D 0.14 £ 0.53 0.27
G DRBI E -0.39 +0.51 -0.76

1.4. Discussion

As illustrated here, parasite resistance in the female Mediterranean mouflon is a complex trait
controlled by several non-genetic and genetic predictors. For both parasite classes, individuals
in better condition were less parasitized. Multi-locus heterozygosity was linked to GINs
resistance through a U-shaped relationship suggesting the presence of both in- and
outbreeding depression in our population. However, since g, and the “global/local” test did
not lead to same conclusions, we were not able to distinguish between local and global effects
of neutral genetic variation. It seemed that DRB1 candidate locus conferred a heterozygote
advantage and that rare alleles and/or fluctuating selection might also occur in the study

population (Spurgin and Richardson 2010). These results confirm that the three main
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hypotheses about HFCs are not mutually exclusive (Garcia-Navas et al. 2014). In contrast,
while coccidia burden appeared as simultaneously driven by age, day of sampling and time
lapse between sampling and coproscopy, we detected no genetic predictor effects for that
class of parasites, illustrating that resistances of different parasite classes (here GINs and
coccidia) are driven by different characteristics (see also Cox 2001, Cizausk et al. 2014),

emphasizing the importance of performing multi-specific studies.

1.4.1. Different characteristics are determining different parasite resistances

None of the genetic predictors studied were linked with coccidia resistance. The absence of
correlation between genetic diversity and parasite resistance was also observed in other host-
parasite systems (e.g. Gutierrez-Espeleta et al. 2001, Boyce et al. 2011, Bateson et al. 2016).
Although a lack of statistical power cannot be excluded to explain this result, the genetic
effects detected for GINs with the same dataset suggested that genetics had much less effect
on variation in micro-parasite resistance than in macro-parasite resistance. Repeatability was
notably lower for FOC than FEC (yet comparable to other studies, e.g. Gauly et al. 2001),
indicating that variation in FOC is primarily driven by short-term effects or measurement

errors, rather than genetic effects.

Differences between results for coccidia and GINs may be due to the fact that coccidia
are intracellular protozoa while GINs are macro-parasitic nematodes. Micro- and macro-
parasites are thought to be controlled by different immune responses (Thl and Th2
respectively, Cox 2001, Cizausk et al. 2014) that can be involved in trade-offs and thus not
active at the same time (e.g. Carmo et al. 2009, Cizausk et al. 2014, see also Ezenwa 2016 for
a review). Different immune pathways may be impacted by different genetic factors
explaining the differences observed between GINs and coccidia in the present study. MHC
class II genes such as DRB1 seem also more specifically linked to an extracellular parasite-
derived peptide presentation (Dukkipati et al. 2006b, Piertney and Oliver 2006) that may
explain the impacts of DRB1 on GINs but not on coccidia.

1.4.2. Neutral genetic diversity effects on nematode resistance

We observed a U-shaped relationship between sMLH and GINs burden with a maximal
parasite resistance obtained for individuals with intermediate heterozygosity levels. Parasite
burden decreased with increasing heterozygosity until a threshold (~1), after which highly
heterozygous individuals were parasitized as much as highly homozygous individuals,
suggesting the presence of both positive and negative HFCs. While a positive relationship

between parasite resistance and genetic diversity is the rule (e.g. Cassinello et al. 2001,
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Olano-Marin et al. 2011a, b, Brambilla et al. 2015, Mitchell et al. 2017), quadratic
relationships have also been previously reported (e.g. in Soay sheep, Coltman et al. 1999;
lesser kestrel, Falco naumanni, Ortego et al. 2007a; rostrum dace, Leuciscus leuciscus,
Blanchet et al. 2009; raccoons, Procyon lotor, Ruiz-Lopez et al. 2012; blue tits, Cyanistes
caeruleus, Ferrer et al. 2014) but most often in the opposite direction with individuals
carrying intermediate heterozygosity levels being less resistant (see e.g. Blanchet et al. 2009,
Ruiz-Lopez et al.2012, Ferrer et al. 2014). Optimal parasite resistance was nevertheless
observed for an intermediate level of genetic diversity in studies considering the number of
MHC alleles (Wegner et al. 2003a, Kloch et al. 2010). Indeed, when considering encoding
genes such as MHC genes, theory predicts that while a high diversity of alleles enables a large
spectrum of pathogen recognition (diversifying selection), it could also limit the immune
response efficiency by causing self-reacting (Nowak et al. 1992). Accordingly, an
intermediate number of alleles is expected to confer the highest fitness to individuals due to
the two contradictory evolutionary forces acting on MHC diversity. The U-shaped
relationship observed here for multi-locus heterozygosity might thus suggest that two

contradictory evolutionary forces are also acting on neutral genetic diversity.

A positive relationship between genetic diversity and fitness-related traits such as
parasite resistance can be explained by inbreeding depression with more inbred individuals
exhibiting lower levels of heterozygosity and fitness (Keller and Waller 2002). On the other
hand, negative HFCs and thus heterozygote disadvantage might be explained by outbreeding
depression (Edmands 2007). Negative HFCs have been documented much less than positive
ones (Marshall and Spalton 2000, Chapman et al. 2009, Szulkin and David 2011 but see e.g.
Goldberg et al. 2005, Olano-Marin et al. 2011b, Soulsbury and Lebigre 2018) but the U-
shaped relationship observed here may suggest the presence of both inbreeding and
outbreeding depression in our population. In- and outbreeding depression co-occurrence have
been observed within the same populations (e.g. Dolgin et al. 2007, Escobar et al. 2008) and
on the same fitness traits (Marshall and Spalton 2000, Neff 2004a, Phillips et al. 2017, Atalay
and Schausberger 2018). It requires that population structure (e.g. philopatry, founder events)
induce both local adaptation and inbreeding in the population (Phillips et al. 2017). Due to
high female philopatry in the study population (Dupuis et al. 2002, Portanier et al. 2017),
moderate inbreeding (a low number of individuals exhibiting low sMLH) is likely to occur in
females. On the other hand, the release of founders originating from three diverse origins
(Garel et al. 2005a) is likely to have generated outbreeding depression that still persists as

observed in this population for other genetic signals (Portanier et al. 2017).
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Finally, the absence of support for the local effect hypothesis suggested that the
observed HFC was due to a genome-wide diversity effect. However, g> was not significantly
different from zero, preventing us from coming to a conclusion about global or local effect of
multi-locus heterozygosity. Detection of significant identity disequilibrium using g, is only
rarely achieved (see Miller and Coltman 2014) and numerous studies have evidenced
significant HFCs despite no detectable identity disequilibrium (Szulkin et al. 2010, Miller and
Coltman 2014, Kardos et al. 2014, Brambilla et al. 2015). Accordingly, studies where g, and
global/local tests (Szulkin et al. 2010) highlighted opposing results are not scarce (see e.g.
Garcia-Navas et al. 2014, Arct et al. 2017). However, even when not detected, local effects
cannot be fully discarded since their detection is very difficult due to dilution effects of

unlinked loci on linked loci (see Szulkin et al. 2010 but see e.g. Garcia-Navas et al. 2014).

1.4.3. Candidate gene effects on nematode resistance

Links between MHC heterozygosity and fitness were evidenced across a wide range of taxa
(e.g. Oliver et al. 2009, Sin et al. 2014, but see Bateson et al. 2016). Three main mechanisms
that can co-occur have been proposed to explain the impacts of MHC diversity on pathogen
resistance: (1) heterozygote advantages (i.e. heterozygote recognizing and binding a wider
range of antigens than homozygotes, through overdominance or dominance), (ii) rare-allele
advantages (negative frequency-dependence) in which new alleles confer advantages since
selection favors parasites overcoming the more common resistance alleles and (iii) fluctuating
selection proposing that spatio-temporal variability of pathogen types and abundances induce
fluctuating selection on MHC, inducing differential links between pathogen resistance and
MHC diversity (see Spurgin and Richardson 2010 for a review). Heterozygous advantage can
be detected when MHC heterozygosity and parasite resistance are associated, while rare-allele
and fluctuating selection will be detected through specific MHC allele effects on resistance
(Spurgin and Richardson 2010). In the present study, genotypes, specific alleles and
heterozygosity effects were evidenced suggesting that heterozygote advantage, rare-allele
effects (e.g. DRB1*0114 allele was the rarest) and/or fluctuating selection might occur.
Genotypes effects were the weakest and seemed mostly linked to heterozygosity effects.
Indeed, although differences between genotypes were not significant, heterozygous genotypes
(genotypes B, C, and E) were significantly less parasitized than homozygous genotypes (see
Figure 2A and 2C). Heterozygosity effects were also stronger than specific allele effects,
supporting a predominant heterozygote advantage. Distinguishing between the
overdominance and dominance explanation for heterozygote advantage is challenging

(Spurgin and Richardson 2010), but heterozygous individuals were less parasitized than both
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types of homozygous individuals, suggesting that the heterozygote advantage we observed
was due to overdominance (see Oliver et al. 2009, Spurgin and Richardson 2010). Evaluating
impacts of parasitism on survival and/or reproductive success might help to determine

through which trait heterozygote advantage occurs.

Specific allele effects might also be explained in the light of heterozygosity effects.
Indeed, the negative effects of DRB1*0114 on FEC could be attributed to its presence in
heterozygous individuals, since it was only present in heterozygous individuals (genotype F
individuals removed from the dataset because of a too-small sample size). However, models
containing alleles were among the best models, and specific allele effects might more likely
be due to the immunological properties of their products (i.e. peptide binding sites in our
case). Specific MHC and DRBI1 allele effects on fitness and parasite resistance were observed
elsewhere (e.g. Schwaiger et al. 1995, Tollenaere et al. 2008, Bateson et al. 2016). However,
to our knowledge, the three DRBI1 alleles sequences identified in our population were
previously observed in only one study (Herrmann-Hoesing et al. 2008). Hermann-Hoesing et
al. (2008) studied the impacts of DRBI1 alleles on ovine progressive pneumonia virus
resistance in domestic ewes. They evidenced that allele DRB1*0324 and DRB1*0114 were
associated with a higher provirus level, while DRB1*07012 allele was associated with a lower
provirus level. The authors explained that these differences were linked with specific amino-
acid encoded by the diverse alleles and determining the immune response. Indeed,
immunological theory predicts that specific alleles could be advantageous (disadvantageous)
if their products are more (less) effective in presenting pathogen-derived peptides (Potts and
Slev 1995). Thus our results suggested that protein binding sites encoded by DRB1*0114
conferred an advantage against GINs infections. Since different functional links between
genetics and resistance could indeed be expected when considering different parasite classes
(see e.g. Ortego et al. 2007a, 2007b, Ezenwa et al. 2010, Ruiz-Lopez et al. 2012), the
opposing effects of DRB1*0114 observed between Herrmann-Hoesing et al. (2008) and the
present study are not surprising since provirus and macro-parasitic strongyles are very

different pathogen types.

1.5 Conclusions and management implications

Our findings brought important insights for Mediterranean mouflon and more generally for
large ungulate management. Firstly, the positive impact of genetic diversity on parasite
resistance detected emphasizes the importance of promoting genetic diversity and preventing
inbreeding in populations. Gene flow (Epps et al. 2007, Wilson et al. 2015, Roffler et al.
2016, Creech et al. 2017, Portanier et al. 2018) and thus genetic diversity (e.g. Epps et al.
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2005, Gubili et al. 2017) might be impacted by landscape in wild sheep and ungulates.
Accordingly, careful attention must be given to maintaining landscape connectivity,
especially in threatened populations (e.g. Corsican mouflon, Shackleton and ITUCN/SSC
Caprinae Specialist Group 1997, Argali, Ovis ammon, Harris and Pletscher 2002, Harris and
Reading 2008, Singh et al. 2010, Cypriot mouflon, Ovis orientalis ophion, Valdez 2008,
Sierra Nevada bighorn sheep, Ovis canadensis sierrae, USFW 2007, Cahn et al. 2011).
Secondly, when planning introductions or translocations in conservation and genetic
reinforcement strategies, maximizing the admixture of founder/translocated individuals might
increase parasite resistance by increasing genetic diversity (Biebach and Keller 2012).
Similarly, in accordance with the direct effects of the DRB1 gene, translocated individuals
might be chosen according to their parasite resistance characteristics (e.g. carrying resistance
alleles). We nevertheless also evidenced that outbreeding depression can decrease parasite
resistance. Wildlife managers must thus be careful regarding local adaptations when choosing
individuals and source populations. In addition, in wild populations, another concern when
introducing new individuals might be the introduction of alien parasite species which might
have substantial negative consequences (Woodford and Rossiter 1993, Cunningham 1996,
Kock et al. 2010). Finally, gathering more data on males would allow us to determine if
genetic effects are sex-specific, and to measure the impacts of selective hunting on parasite
resistance. Indeed, parasite-mediated sexual selection (Hamilton and Zuk 1982) posits that
secondary sexual characteristics, such as horns, are an honest signal about parasitism rates of
males (see e.g. Ezenwa and Jolles 2008, Brambilla et al. 2015, but see Buczek et al. 2016).
Since in most wild sheep and Mediterranean mouflon populations males are hunted for their
trophies, hunting can counter natural selection and could modify resistance allele frequencies

(Coltman et al. 2001, 2003, Ditchkoff et al. 2001, 2005).
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1.7. Appendices

1.7.1. Results of non-genetic model selection

None of the non-genetic predictors showed VIF higher than three indicating no
correlations issues (Tableau 38). No quadratic term of non-genetic predictors improved AICc
values by more than two indicating no quadratic relationship between FEC and FOC and ICC,
the time elapsed between sampling and coproscopy and the Julian date of sampling (Tableau
39). Regarding FOC, the best model (lowest AICc) included age-classes and the time lapse
between sampling and coproscopy (Tableau 40). However, the six first models were
equivalent (AAICc < 2) and also included the day of sampling and the SMI as significant
variables (Tableau 40). The best non genetic model retained for Eimeria spp. thus accounted
for these four non-genetic variables and had a goodness-of-fit of R?c = 0.34, R?m = 0.15. The
averaged estimates of FOC for age-classes 2 and 3 were B = 1.39 + 0.39 and 0.71+ 0.28,
respectively and were significantly different of those of individuals from age-class > 4
(intercept, p < 0.05). Parasite burden decreased with age-classes (Figure 61). The estimate for
the time lapse between sampling and coproscopy was B = 0.07 £ 0.11 (p > 0.05) indicating
that parasite burden linearly increased with the number of days elapsed between sampling and
coproscopic analyses (Figure 61). On the opposite, the relationship between FOC and SMI or
the Julian day of sampling was negative (f = -0.03 + 0.07 and -0.02 £ 0.06, respectively, p >
0.05,Figure 61) indicating that individuals in better body condition were less parasitized and

that parasite burden decreased linearly during the capture period.

Regarding FEC, the best model included only effects of SMI (Tableau 40) and all
subsequent models had a AAICc > 2. The best non-genetic model retained for GINs thus only
accounted for SMI and had a goodness-of-fit of R?c = 0.45, R?m = 0.15. Relationship between
FEC and SMI was negative (f =-0.53 + 0.12, p < 0.001,Figure 62) indicating that individuals

in better condition had lower GINs burden.
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Tableau 38: Variables used in non-genetic mixed-effects linear models and relative Variance
Inflation Factors values (VIF) for both FEC and FOC.

SMI stands for the body condition, SSU is the socio-spatial unit of individuals, age-class is
the age class of individuals, time lapse represent the time elapsed between sampling and
coproscopic analyses and Julian day is the Julian day of sampling. All models included the

individual identity and the year of sampling as random effects.

SMI SSUNf SSUSf  Age-class2 Age-class3 Time lapse Julian day

FEC 1.22 1.14 1.28 1.11 1.06 1.50 1.43
FOC 1.23 1.12 1.26 1.12 1.07 1.43 1.38

Tableau 39:Model selection of mixed-effects models based on corrected Akaike’s Information
Criterion (AICc) for testing the effects of quadratic terms of continuous non-genetic

predictors on parasite resistance as measured by FOC and FEC.

SMI stands for the body condition, SSU is the socio-spatial unit of individuals, age is the age
class of individuals, Julian day is the Julian day of sampling and time lapse represent the time
elapsed between sampling and coproscopic analyses. All models included the individual

identity and the year of sampling as random effects.

Response variable ~ Component of the model AlCc

FOC SMI + Julian day + time lapse + SSU + age 382.97
SMI + SMI? + Julian day + time lapse + SSU + age 384.43
SMI + Julian day + Julian day? + time lapse + SSU + age 385.37
SMI + Julian day + time lapse + time lapse®> + SSU + age 384.57

FEC SMI + Julian day + time lapse + SSU + age 398.40
SMI + SMI? + Julian day + time lapse + SSU + age 400.37
SMI + Julian day + Julian day? + time lapse + SSU + age 399.81
SMI + Julian day + time lapse + time lapse®> + SSU + age 399.48
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Tableau 40: Model selection of mixed-effects models based on corrected Akaike’s Information

Criterion (AICc) for testing the effects of non-genetic predictors on parasite resistance as

measured by FOC and FEC.

D.f are the degree of freedom, weight is the Akaike weight, R’m and R’c represent marginal
and conditional pseudo-R*-values, respectively. Only the best models are shown. SMI stands
for the body condition, SSU is the socio-spatial unit of individuals, age is the age class of
individuals, Julian day is the Julian day of sampling and time lapse represent the time elapsed
between sampling and coproscopic analyses. All models included the individual identity and

the year of sampling as random effects.

d.f. Log-likelihood AlCc AAICc  Weight

FOC

age + time lapse 7 -180.10 375.2 0.00 0.23
age 6 -181.36 375.5 0.26 0.20
age + Julian day 7 -180.86 376.7 1.53 0.11
age + time lapse + SMI 8 -179.73 376.8 1.57 0.10
age + SMI 7 -181.01 377.0 1.82 0.09
age + time lapse + Julian day 8 -180.08 377.5 2.26 0.07
age + SMI + Julian day 8 -180.54 378.4 3.19 0.05
FEC

SMI 5 -188.54 387.6 0.00 0.39
SMI + Julian day 6 -188.52 389.8 2.19 0.13
SMI + time lapse 6 -188.54 389.8 222 0.13
SMI + age 7 -187.79 390.6 2.99 0.09
SMI + SSU 7 -187.91 390.8 3.23 0.08
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Figure 61:Predicted Eimeria spp. burden (FOC) values a function of age-classes (A), scaled
time lapse (scaled number of days) between sampling and coproscopic analyses (B), SMI (C)
and scaled Julian day of sampling (D) from the best non genetic model. Individuals of 2 (3)
years are grouped in the class “2” (“37) while class “>4" grouped individuals 4 and more

years old.

Black lines represent predicted values and grey bands represent the 95% confidence interval.

Upper and lower ticks represent positive and negative residuals, respectively.
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Figure 62: Predicted GINs burden (FEC) values a function of scaled SMI from the best non

genetic model.

Black lines represent predicted values and grey bands represent the 95% confidence interval.

Upper and lower ticks represent positive and negative residuals, respectively.

1.7.2. Normality tests of (non)-genetic models

Residuals of the non-genetic model for Eimeria spp. followed a normal distribution (Shapiro-
Wilk W = 0.99, p = 0.82) while not for GINs (Shapiro-Wilk W = 0.98, p = 0.03). The
significance of the Shapiro-Wilk normality tests for GINs was nevertheless though to be due
to only few points (Figure 63) and since p-value was closed to 0.05, normality could be

assumed. In addition, none of the best non-genetic models had structured residuals (Figure
64).

When adding the genetic predictors, for FEC, the full genetic models (ii) and (iii) had
normal residuals (W = 0.98, p = 0.07 and W = 0.98, p = 0.08, respectively). Regarding model
set (1), residuals of the full genetic model did not follow a normal distribution (W = 0.98, p =
0.03). However, as previously, the significance of the Shapiro-Wilk normality tests for GINs
was thought to be due to only few points (see Figure 65) and since p-value was closed to 0.05,
normality could be assumed. In addition, one of the best genetic models had structured

residuals (Figure 66).
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Figure 63: QQplot of GINs in non-genetic model
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Figure 64: Residuals of best non-genetic models for Eimeria spp. (A) and GINs (B) plotted

against fitted values.
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Figure 65: QQplot of GINs in genetic model set (i) testing the effects of DRBI heterozygosity.
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Figure 66: Residuals of best genetic models for GINs plotted against fitted values for model
sets (i) sMLH + DRBI heterozygosity status (A), (ii) sMLH + DRB1*0114 alleles (B) and (iii)
sMLH + DRBIgenotypes (C).
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1.7.3. Variance Inflation Factors and quadratic terms selection

Tableau 41: Variables used in genetic mixed-effects linear models and relative Variance
Inflation Factors values (VIF) for both FEC and FOC in the three model sets: (i) sMLH +
DRBI heterozygosity status (H _DRBI), (ii) sMLH + presence of specific DRBI alleles (RI,
R2 and R3, for *0324, *07012 * and *0114, respectively) and (iii) sMLH + DRBIgenotypes
(G_DRBI).

SMI stands for the body condition, sMLH is the multilocus heterozygosity, age is the age class
of individuals, Julian day is the Julian day of sampling and time lapse represent the time
elapsed between sampling and coproscopic analyses. Non-genetic terms were retained in the
first step of the inferential approach (see main text). All models included the individual
identity and the year of sampling as random effects.

FOC
model set (i)

SMI Age-class2  Age-class3 Timelapse Julianday @ H DRB1 sMLH sMLH?

102 06 1.09 1.45 143 1.05 102 1.04

model set (ii)
SMI Age-class2  Age-class3 Time lapse Julianday R1 R2 R3 sMLH sMLH?
1.05 1.06 1.12 1.47 1.45 149 1.64 127 1.05 1.13
model set (iii)

Age- Age- Time Julian G DRB1 G DRB1 G DRB1 G DRBI

2
?1})/[61 class 2 class3 lapse day B C D E SMLH — sMLH
' 1.07  1.12 148 146 1.35 1.25 1.25 1.17 1.05 1.22
FEC

model set (i)
SMI H DRB1 sMLH sMLH?

1.01 1.02 1.00 1.01

model set (ii)

SMI RI R2 R3 sMLH  sMLH?
1.02 147 152 1.25 1.03 1.08

model set (iii)
SMI G DRB1B G DRBIC G DRBID G DRBIE sMLH sMLH?
1.04 1.29 1.25 1.23 1.11 1.03 1.18
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Tableau 42: Model selection of mixed-effects models based on corrected Akaike’s Information
Criterion (AICc) for testing the effects of quadratic terms of sSMLH on parasite resistance as
measured by FOC and FEC in the three model sets: (i) sMLH + DRBI heterozygosity status
(H _DRBI), (ii) sMLH + presence of specific DRBI alleles (R1, R2 and R3, for *0324, *07012
*and *0114, respectively) and (iii) sMLH + DRB1genotypes (G_DRBI).

NG stands for the non-genetic variables retained from the first step of the modeling approach
(see main text and Supplementary A). NG included body condition, Julian day of sampling,
age class of individuals and the time elapsed between sampling and coproscopic analyses for
FOC. For FEC, NG only included body condition. All models included the individual identity

and the year of sampling as random effects.

Response variable ~ Component of the model AlCc

FOC NG +H_DRBI1 + sMLH 383.26
NG +H _DRBI + sMLH+ sMLH? 382.01
NG+ R1+R2+R3+sMLH 386.38
NG + R1+ R2 + R3 + sMLH+ sMLH? 386.09
NG+ G_DRBI1 + sMLH 388.65
NG + G_DRBI + sMLH+ sMLH? 388.71

FEC NG+ H DRBI + sMLH 384.03
NG + H_DRBI + sMLH+ sMLH? 378.34
NG +R1+R2+R3+sMLH 384.52
NG +R1 +R2 +R3 + sMLH+ sMLH? 381.07
NG+ G_DRBI1 + sMLH 386.86
NG + G_DRBI + sMLH+ sMLH? 383.27

2.1. Introduction

En complément des approches décrites dans 1’Article 3, et afin de baser nos résultats
sur un nombre plus important de marqueurs génétiques, nous nous sommes intéressés au lien
entre résistance face aux parasites et plusieurs autres grandeurs génétiques. Dans un premier
temps, pour I’approche « diversité génétique neutre », en plus de I’hétérozygotie multi-locus
(sMLH, voir Chapitre 10, 1.2.2.1), nous avons considéré d? (Coulson et al. 1998), une mesure
de diversité génétique spécifiquement désignée pour les microsatellites, calculée sur la base
de la distance entre alleles, et mesurant la distance génétique entre les gametes parentaux
(Coltman & Slate 2003). L’hétérozygotie multi-locus est attendue pour quantifier la

consanguinité récente alors que d? semble retranscrire des événements plus anciens dans le
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pédigrée (e.g. le brassage génétique entre populations, Coulson et al. 1998, Coltman & Slate
2003, Neff 2004b). C’est une grandeur régulicrement utilisée dans le cadre des études de
corrélations hétérozygotie-valeur sélectives (HFCs, voir par exemple Coltman et al. 1998,
McDougall-Shackleton et al. 2005, Da Silva et al. 2009, Chapitre 1) qui peut donc étre
complémentaire a SMLH. Les utiliser conjointement peut permettre de mieux comprendre les
processus micro-évolutifs en ceuvre dans les populations (Neff 2004a). Dans un second temps,
pour I’approche « geéne candidat », nous avons également génotypé les individus a un
marqueur supplémentaire : le DYMSI1, un microsatellite situé¢ dans le CMH qui est li¢ a
I’immunité et a la résistance face aux nématodes intestinaux (Buitkamp et al. 1996, Janssen et
al. 2002, Dukkipati et al. 2010). Etudier le DYMSI1 en plus du DRB1 pourra nous permettre

de mieux comprendre les liens entre CMH et résistance face aux parasites.

2.2. Matériels et méthodes

Le DYMSI1 a été génotypé avec les 16 microsatellites utilisés dans les études
précédentes (voir Chapitre 7) en suivant la méme procédure. Ce locus est polymorphe, avec 7
alleles et 7 génotypes différents représentés dans la population du Caroux-Espinouse. Comme
précédemment, nous avons appliqué une approche en 2 temps (optimisation des modéles non-
génétiques suivi de 1’ajout des variables génétiques) en utilisant les 3 mémes jeux de modeles
en fonction des différentes caractéristiques du DRBI mesurées: (i) sMLH et/ou
I’hétérozygotie au DRB1 (hétérozygotes codés 1 et homozygotes codés 0), (ii) SMLH et/ou la
présence d’alleles spécifiques du DRBI1 (codés 1 si présents et O si absents), et (iii)) SMLH
et/ou le génotype des individus au DRBI1. Le génotype au DYMSI et d? et ont été ajouté a
tous les modeles. Les variables non génétiques considérées étaient les méme que

précédemment.

2.3. Résultats

Comme précédemment, pour éviter les biais dus a une trop petite taille d’échantillon,
les 2 individus ayant le génotype F au DRBI1 et les 2 seuls individus présentant le génotype
225227 au DYMSI n’ont pas été considérés dans les analyses. Un total de 70 individus (109
observations) ayant a la fois les données non génétiques, génétiques et parasitologiques ont

¢été inclus dans les analyses.

2.3.1. Modgeles non génétiques

Aucun des termes quadratiques des prédicteurs non génétiques n’ont amélioré 1’AICc

de plus de 2 points, indiquant qu’il n’y a pas de relation quadratique entre FEC/FOC, la
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condition corporelle, le temps €coulé entre I’échantillonnage et I’analyse coproscopique, et la
date d’échantillonnage (Tableau 43). Aucune des variables non génétique n’a présenté de VIF
supérieur a 3, indiquant qu’il n’y avait pas de problémes de corrélation (Tableau 44). Pour
FOC, les 2 premiers modeles étaient équivalents (AAICc < 2) et incluaient la classe d’age et
le temps écoulé entre échantillonnage et 1’analyse coproscopique (Tableau 45). Le meilleur
modele non génétique retenu pour les coccidies est donc celui tenant compte de ces 2
variables. Ce mod¢le avait une « goodness-of-fit» de R*c = 0.30 et R?m = 0.14. Les

1.31 £ 0.40 et 0.66 = 0.31,

estimations pour FOC pour les classes d’ages 2 et 3 étaient
respectivement, et étaient différentes de celles de la classe d’age 4 (p > 0.05). La charge
parasitaire décroit donc avec I’age. Pour le temps écoulé entre échantillonnage et coproscopie,
I’estimation était B = 0.10 = 0.12 (p > 0.05) indiquant que la charge parasitaire augmentait

linéairement avec le nombre de jours écoulés entre échantillonnage et coproscopie.

Pour FEC, le meilleur modele incluait seulement la condition corporelle (Tableau 45)
et tous les modéles suivants avaient un AAICc > 2. Le meilleur modéle non génétique retenu
pour les strongles intestinaux tenait compte de cette unique variable et avait une « goodness-
of-fit » de R%c = 0.52 et R?m = 0.17. La relation entre FEC et la condition corporelle était
négative (B = -0.57 £ 0.13, p < 0.001) indiquant que les individus en meilleure condition

corporelle avaient une charge parasitaire plus faible.
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Tableau 43: Sélection des modeles mixtes sur la base de I’AICc pour tester, dans les analyses
ou DYMS]I et d’ ont été inclus, les effets des termes quadratiques des variables continues non

geénétiques sur la résistance face aux parasites (FEC et FOC).

« Age » représente la classe d’dge des individus, « Date» est la date Julienne
d’échantillonnage et « Temps écoulé » est le temps écoulé entre échantillonnage et
coproscopie. Tous les modeéles incluaient [’identifiant de [’individu et [’année

d’échantillonnage comme variables aléatoires.

Variable
) Modeles AlCc

réponse

FOC Condition Corporelle + Date + Temps écoulé + Unité socio-spatiale + Age 360.18
Condition Corporelle + Condition Corporelle? + Date + Temps écoulé + Unité
socio-spatiale + Age 30165
Condition Corporelle + Date + Date? + Temps écoulé + Unité socio-spatiale +
Age 362.51
Condition Corporelle + Date + Temps écoulé + Temps écoulé? + Unité socio- 36,34
spatiale + Age

FEC Condition Corporelle + Date + Temps écoulé + Unité socio-spatiale + Age 370.93
Condition Corporelle + Condition Corporelle? + Date + Temps écoulé + Unité 377,08
socio-spatiale + Age
Condition Corporelle + Date + Date? + Temps écoulé + Unité socio-spatiale + 372,30
Age
Condition Corporelle + Date + Temps écoulé + Temps écoulé? + Unité socio- 379 88

spatiale + Age
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Tableau 44: Variance Inflation Factors des variables non génétiques incluses dans les
modeles mixtes pour FEC et FOC et les analyses incluant DYMS1 et d°.
« Temps écoulé » est le temps écoulé entre échantillonnage et coproscopie. Tous les modéles

incluaient [’identifiant de [’individu et [’année d’échantillonnage comme variables aléatoires.

Unité Unité

Condition  socio- socio- Classe Classe Temps Date
Corporelle spatiale  spatiale  d’age 2 d’age 3 écoulé Julienne
Nf Sf
FEC 1.24 1.15 1.29 1.11 1.05 1.46 1.41
FOC 1.24 1.13 1.26 1.13 1.05 1.41 1.40

Tableau 45: Sélection de modeles mixtes sur la base de I'’AICc pour tester, dans les analyses
ou DYMSI et d? ont été inclus, les effets des variables non génétiques sur la résistance face
aux parasites (FOC et FEC).

D.f. sont les degrés de liberte, « weight » est le poids Akaike. Seulement les meilleurs modeles
sont montrés. « Age » représente la classe d’dge des individus, « Date » est la date Julienne
d’échantillonnage et « Temps écoulé » est le temps écoulé entre échantillonnage et
coproscopie. Tous les modéles incluaient [’identifiant de [’individu et [’année

d’échantillonnage comme variables aléatoires.

d.f. Log-likelihood AICc AAICc  Weight
FOC
age + temps écoulé 7 -168.27 351.6 0.00 0.26
age 6 -169.65 352.1 0.46 0.21
age + temps écoulé + condition ] 168.12 3537 203 0.09
corporelle
age + temps écoulé + date 8 -168.25 353.9 2.29 0.08
age + date 7 -169.42 354.0 2.31 0.08
FEC
condition corporelle 5 -174.64 359.9 0.00 0.39
condition corporelle + temps 6 174.64 3621 224 0.3
écoulé
condition corporelle + date 6 -174.64 362.1 2.24 0.13
conc_htlon corporelle + unité socio- 7 173.69 362.5 262 011
spatiale
condition corporelle + dge 7 -174.33 363.8 3.90 0.06
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2.3.2. Modgeles génétiques

Aucune des variables génétiques (exceptés les génotypes DYMSI1 215215 et 215217
dans tous les jeux de modeles pour FEC et FOC) n’avaient de VIF supérieur a 3 (Tableau 46).
Les génotypes 215215 et 215217 ont tout de méme ¢été inclus dans les analyses car ils sont
biologiquement intéressants. Lorsque [’on considére les coccidies, aucune relation
quadratique n’a été détectée (Tableau 47) et le meilleur modele était le modele non-génétique
(Tableau 48) indiquant que les variables génétiques incluses ici ne sont pas liées a la charge
parasitaire en Eimeria spp. Pour les strongles, une relation quadratique a été détectée en
SMLH et FEC dans les 3 jeux de modeles (Tableau 47). Dans tous les modéles ou sMLH et
sMLH? apparaissaient, la relation était négative ave SMLH et positive avec sSMLH? indiquant

une relation en forme de U entre SMLH et FEC (Tableau 49).

Le modele incluant 1’hétérozygotie au DRB1 (jeu (1)) était le meilleur modéle
génétique (plus petit AICc) indiquant que parmi les différentes variables liées au DRBI1 et
incluses dans les analyses, 1’hétérozygotie est celle ayant le plus fort effet sur la résistance
face aux parasites. Dans le jeu de mod¢les incluant les effets des différents alleles du DRBI1
(jeu (i1)), le meilleur modele était celui comportant sSMLH, sMLH? et ’allele DRB1*0114
(Tableau 48). Enfin, dans le jeu (iii), les modeles incluant sSMLH, sMLH? et les génotypes au
DRBI1, ou seulement les génotypes au DRBI, n’étaient pas meilleurs que le modéle non
génétique (Tableau 48). Comme précédemment, les individus hétérozygotes au DRBI1 ou
possédant 1’allele DRB1*0114 étaient moins parasités que les individus homozygotes a ce

locus (Tableau 49).

Plusieurs modeles contenant d* étaient meilleurs que le modele non génétique, mais
pour chacun de ces mode¢les, le modele équivalant incluant sMLH était meilleur, indiquant
que sMLH est plus corrélé a la résistance face aux strongles intestinaux que d? dans notre
population (Tableau 48). D’un autre c6té, aucun des modeles incluant les génotypes au locus
DYMSI n’étaient meilleurs que le modele non génétique (Tableau 48) indiquant que ce

marqueur n’est pas lié a la résistance face aux strongles dans la population étudiée.
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Tableau 46. Variance inflation factors (VIF) des variables génétiques ou non, incluses dans les modeles mixtes pour FOC et FEC dans les 3 jeux de modéles pour
les analyses incluant DYMSI et d° : (i) sMLH + d? + génotype au DYMSI (G _DY) + Hétérozygotie au DRBI (H DRB), (ii) sMLH + d’> + G_DY + Alleles au
DRBI et (iii) sMLH + d* + G_DY + génotype au DRBI (G_DRBI).

« SMI » représente la condition corporelle, « temps écoulé » représente le temps écoulé entre échantillonnage et coproscopie et « date » est la date Julienne
d’échantillonnage. Tous les modeles incluaient l’identifiant de [’individu et [’année d’échantillonnage comme variables aléatoires. R1, R2 et R3 représentent les
alleles du DRBI : *0324, *07012 * et *0114, respectivement. DY A, DY B, DY C, DY D, DY E représentent les génotypes au DYMSI : 209215, 215215, 215217,
215225, 215227, respectivement.

Mod Age  Age Délai ML sML DY DY DY DY DY ., HD DRB DRB DRB DRB
st MU, g T Date Ty Tt T g om pT gm0 gy RERZORITET T L g

1 1.2 1.2 1.1 1.5 1.5 1.3 1.2 2.8 5.3 34 2.0 2.2 1.2 1.1 - - - - - - -

FOC i 1.3 1.2 1.2 1.5 1.5 1.4 1.3 2.8 5.5 3.5 2.1 2.5 1.3 - 1.8 1.8 1.3 - - - -
il 1.3 1.2 1.2 1.5 1.5 1.4 1.4 2.8 5.5 3.5 2.1 2.5 1.3 - - - - 1.5 1.4 1.4 1.3
i 1.2 - - - - 1.2 1.3 2.7 5.1 3.1 1.9 23 1.2 1.1 - - - - - - -
FEC il 1.2 - - - - 1.3 1.2 2.8 53 3.2 1.9 25 1.2 - 1.7 1.7 1.3 - - - -
il 1.2 - - - - 1.3 1.3 2.8 53 3.2 1.9 2.5 1.3 - - - - 1.5 1.4 1.4 1.3
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Tableau 47: Sélection de modeles mixtes sur la base de I'AICc pour tester, dans les analyses
ou DYMSI et d? ont été inclus, les effets des termes quadratiques de sMLH et d? sur la
résistance face aux parasites (FOC et FEC), pour les 3 sets de modeles génétiques . (i) sSMLH
+ d? + génotype au DYMSI (G DY) + Hétérozygotie au DRBI (H _DRB), (ii) sMLH + d* +
G DY + Alleles au DRBI (R1, R2 et R3 pour *0324, *07012 * et *0114, respectivement)et
(iii) sMLH + d* + G_DY + génotype au DRBI1 (G_DRBI).

«NG » represente les variables non génétiques incluses dans les modeles (voir plus haut).
Tous les modeéles incluaient [’identifiant de l'individu et [’année d’échantillonnage comme

variables aléatoires.

Variable réponse Composition du modele AlCc

FOC NG +H DRBI +G_DY +sMLH + d? 364.89
NG +H DRBI1 + G DY + sMLH+ sMLH? + d? 363.27
NG +H DRB1 + G DY + sMLH + (d?)? 366.91
NG+R1+R2+R3+G DY +sMLH + d 367.57
NG +R1+R2+R3+G DY +sMLH+sMLH? + d? 366.76
NG +R1+R2+R3+G DY +sMLH + (d?)? 369.76
NG +G _DRB1+G DY +sMLH + 370.18
NG+ G _DRBI1 +G_DY + sMLH+ sMLH? + d? 369.69
NG + G _DRBI +G_DY + sMLH + (d?)? 363.90

FEC NG +H DRBI +G_DY +sMLH + d? 371.77
NG +H DRBI +G_DY +sMLH + sMLH? + d? 367.77
NG +H_DRBI + G _DY + sMLH + sMLH? + (d?)? 374.20
NG +R1+R2+R3+G DY +sMLH + ¢ 372.82
NG +R1+R2+R3+G DY +sMLH+ sMLH? + d? 370.72
NG +R1+R2+R3+G DY +sMLH+ sMLH? + (d??>  372.44
NG+ G _DRB1+G DY +sMLH + 375.43
NG+ G _DRBI +G_DY + sMLH + sMLH? + d2 373.40
NG + G _DRBI1 + G DY +sMLH + sMLH? + (d?)? 378.14
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Tableau 48: Sélection de modeles mixtes sur la base de I'AICc pour tester, dans les analyses
ou DYMSI et d? ont été inclus, les effets des variables génétiques sur la résistance face aux
parasites (FOC et FEC), pour les 3 sets de modeles génétiques : (i) sMLH + d’ + génotype au
DYMSI (G_DY) + Hétérozygotie au DRB1 (H DRB), (ii) sMLH + d? + G_DY + Alleles au
DRBI (RI, R2 et R3 pour *0324, *07012 * et *0114, respectivement)et (iii) sMLH + d* +
G_DY + geénotype au DRBI (G_DRBI).

D.f- sont les degrés de liberté, « weight » est le poids Akaike. Seulement les meilleurs modeles
sont montrés. « NG » représente les variables non génétiques incluses dans les modeles (voir
plus haut). Tous les modeles incluaient l’identifiant de [’individu et I’année d’échantillonnage

comme variables aléatoires.

df. AlCc AAICc Weight

FocC

NG 7.00  351.65 0.00 0.13
NG +RI1 8.00 351.78 0.14 0.12
NG +R2 8.00  352.57 0.93 0.08
NG +R1 +d2 9.00 353.73 2.09 0.05
NG + MLH 8.00  353.77 2.13 0.04
NG +d2 8.00 353.79 2.14 0.04
NG +R1 +R2 9.00 353.89 224 0.04
NG + HDRB 8.00 35390 2.26 0.04
NG +R3 8.00 35396 231 0.04
NG + MLH + R1 9.00 35398 233 0.04
NG +R1 +R3 9.00 354.15 2.1 0.04
NG +R2 +d2 9.00 354.63 2.99 0.03
NG +R2 +R3 9.00 354.70 3.06 0.03
NG + MLH + R2 9.00 35485 3.21 0.03
NG + MLH +R1 +d2 10.00 355.78 4.14 0.02
NG + MLH + d2 9.00 355.82 4.18 0.02
NG +R1 +R2 +d2 10.00 355.86 4.22 0.02
NG + MLH + HDRB 9.00 356.07 4.42 0.01
NG + MLH + R3 9.00  356.10 4.46 0.01
NG + HDRB + d2 9.00  356.11 4.47 0.01
NG +R1+R3+d2 10.00 356.13 4.49 0.01
NG +R3 +d2 9.00 356.16 4.51 0.01
NG +MLH +R1 +R2 10.00 356.18 4.54 0.01
NG +R1 +R2+R3 10.00 356.29 4.64 0.01
NG +MLH +R1 +R3 10.00 356.40 4.76 0.01
NG + MLH + R2 +d2 10.00 356.84 5.19 0.01
NG +R2+R3 +d2 10.00 356.86 5.21 0.01
NG + MLH + R2 +R3 10.00 356.99 5.34 0.01
NG + DY 12.00 357.77 6.12 0.01
NG +MLH +R1+R2+d2 11.00 358.03 6.39 0.01
NG +R1 +DY 13.00 358.15 6.51 0.01
NG + MLH + HDRB + d2 10.00 358.20 6.55 0.01
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NG +MLH +R3 +d2

NG +MLH +R1 +R3+d2

NG +RI1+R2+R3+d2

NG + G_DRBI1

NG +MLH +R1 +R2 +R3

NG +MLH +R2 +R3 +d2

NG +R2 +DY

NG + MLH + DY

NG +DY +d2

NG +R1 +DY +d2

NG + HDRB + DY

NG +R3 + DY

NG +MLH +R1 +DY

NG +MLH +R1 +R2+R3+d2
NG+ G DRBI1 +d2

NG +R1 +R3+DY

NG +R1 +R2+DY

NG + MLH + G_DRBI

NG +R2 +DY +d2

NG+ MLH + R2 + DY

NG +R2+R3+DY

NG+ MLH +R1+DY +d2

NG + MLH + DY +d2

NG + MLH + HDRB + DY

NG + MLH + R3 + DY

NG + HDRB + DY +d2

NG +R3+DY +d2

NG +R1 +R3 +DY +d2

NG +R1+R2 +DY +d2

NG + MLH + G_DRBI +d2

NG +MLH +R1 +R3 +DY

NG +MLH +R1 +R2 +DY

NG +R1 +R2+R3+DY

NG +MLH +R2 + DY +d2

NG +R2+R3 +DY +d2

NG +MLH + R2 +R3 + DY
NG +MLH +R1 +R3 +DY +d2
NG +MLH +R1 +R2 +DY +d2
NG + MLH + HDRB + DY +d2
NG +MLH +R3 + DY +d2

NG +R1 +R2+R3+DY +d2
NG + G_DRBI1 + DY

NG + MLH +R1 +R2 +R3 + DY
NG +MLH +R2 +R3 + DY +d2
NG +MLH +R1+R2+R3+DY +d2
NG+ G _DRB1+DY +d2
NG+ MLH + G _DRBI + DY
NG+ MLH + G DRBI + DY +d2

10.00
11.00
11.00
11.00
11.00
11.00
13.00
13.00
13.00
14.00
13.00
13.00
14.00
12.00
12.00
14.00
14.00
12.00
14.00
14.00
14.00
15.00
14.00
14.00
14.00
14.00
14.00
15.00
15.00
13.00
15.00
15.00
15.00
15.00
15.00
15.00
16.00
16.00
15.00
15.00
16.00
16.00
16.00
16.00
17.00
17.00
17.00
18.00

358.23
358.25
358.33
358.35
358.62
359.07
359.36
360.02
360.16
360.29
360.30
360.32
360.33
360.55
360.57
360.65
360.68
360.74
361.65
361.78
361.97
362.18
362.31
362.58
362.64
362.72
362.74
362.76
362.83
362.87
362.92
362.97
363.31
363.97
364.33
364.43
364.76
364.87
364.89
364.96
365.46
365.62
365.67
366.70
367.57
367.97
368.05
370.18

6.58
6.61
6.69
6.70
6.97
7.42
7.72
8.37
8.52
8.65
8.65
8.67
8.68
8.90
8.92
9.00
9.03
9.09
10.01
10.14
10.32
10.54
10.66
10.94
10.99
11.08
11.09
11.11
11.19
11.22
11.28
11.33
11.66
12.33
12.69
12.79
13.12
13.23
13.24
13.32
13.82
13.97
14.02
15.05
15.92
16.33
16.40
18.53

0.01
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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FEC

NG + MLH? + HDRB

NG + MLH? + R3

NG +R1 +R3

NG +R3

NG + MLH? + R1 +R3

NG + MLH2? + HDRB + d2
NG + MLH?>+R3 +d2
NG+ R1 +R2 +R3

NG + MLH2+ R1 +R2 +R3
NG + HDRB

NG + MLH? + R2 + R3

NG +R3 +d2

NG+ RI1+R3+d2
NG + MLH?

NG+ R2 +R3

NG+ MLH2+R1+R3+d2
NG + HDRB + d2
NG+RIl+R2+R3+d2
NG + G_DRBI1

NG+ MLH?+R2 +R3 +d2
NG + MLH?+R1 +R2+R3 +d2
NG + MLH? + G_DRBI1

NG + MLH? + R1

NG +R2 +R3+d2

NG + MLH? + d2

NG + MLH? + R2

NG

NG+ G_DRBI +d2

NG + MLH? + R1 +d2

NG + MLH?+ G _DRBI1 +d2
NG + MLH? + R1 + R2

NG +RI1

NG + MLH? + R2 +d2

NG +R2

NG +d2

NG+ R1 +d2
NG+ R2 +d2

NG +R1 +R2

NG+ MLH2+R1 +R2+d2
NG + MLH?+ R3 + DY
NG+ R1+R2+d2
NG + MLH2? + HDRB + DY
NG +R3 +DY

NG +R1+R3+DY

NG + MLH?+ R1 +R3 + DY
NG + HDRB + DY

NG +R3 +DY +d2

NG + MLH2+R3 + DY +d2
NG + MLH? + HDRB + DY +d2
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8.00
8.00
7.00
6.00
9.00
9.00
9.00
8.00
10.00
6.00
9.00
7.00
8.00
7.00
7.00
10.00
7.00
9.00
9.00
10.00
11.00
11.00
8.00
8.00
8.00
8.00
5.00
10.00
9.00
12.00
9.00
6.00
9.00
6.00
6.00
7.00
7.00
7.00
10.00
13.00
8.00
13.00
11.00
12.00
14.00
11.00
12.00
14.00
14.00

353.69
354.02
354.58
354.65
354.97
355.89
356.16
356.20
356.24
356.24
356.34
356.51
356.64
356.86
356.91
357.24
358.09
358.30
358.48
358.52
358.57
358.59
358.76
358.83
358.98
359.14
359.86
360.56
360.97
361.02
361.12
361.21
361.32
361.50
361.61
363.10
363.34
363.36
363.38
365.24
365.30
365.38
365.64
365.92
366.36
367.47
367.53
367.53
367.77

0.00
0.34
0.89
0.96
1.29
2.21
2.47
2.52
2.55
2.56
2.65
2.82
2.95
3.17
3.22
3.56
4.40
4.62
4.80
4.83
4.88
4.90
5.07
5.14
5.29
5.46
6.18
6.88
7.28
7.33
7.44
7.53
7.63
7.81
7.93
9.42
9.66
9.67
9.70
11.55
11.62
11.70
11.96
12.23
12.68
13.78
13.84
13.84
14.09

0.13
0.11
0.09
0.08
0.07
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.03
0.03
0.03
0.03
0.02
0.02
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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NG + MLH?2 +R2 + R3 + DY

NG +R1 +R2+R3+DY

NG + MLH? + DY

NG + MLH? +R1 +R2 +R3 + DY
NG +R1 +R3+DY +d2

NG +R2 +R3+DY

NG + MLH?+R1 +R3 +DY +d2
NG + HDRB + DY +d2

NG +R2 +R3+DY +d2

NG +R1 +R2+R3+DY +d2
NG + MLH? + R1 + DY

NG + MLH? +R2 +R3 + DY +d2
NG + MLH? + DY +d2

NG + G _DRBI + DY

NG + MLH? + R2 + DY
NG + DY

NG + MLH?+ G_DRBI1 + DY
NG + MLH?+R1 +R2+R3+DY +d2
NG + R1 +DY

NG + DY +d2

NG +R2 +DY

NG+ MLH?2+R1+ DY +d2

NG + G_DRBI1 + DY +d2

NG + MLH?2+R1 +R2+ DY

NG + MLH?2+R2 + DY +d2

NG + MLH?+ G_DRBI1 + DY +d2
NG +R1+DY +d2

NG +R2+DY +d2

NG +R1 +R2+DY

NG + MLH? +R1 + R2 + DY +d2
NG +R1+R2 +DY +d2

14.00
13.00
12.00
15.00
13.00
12.00
15.00
12.00
13.00
14.00
13.00
15.00
13.00
14.00
13.00
10.00
16.00
16.00
11.00
11.00
11.00
14.00
15.00
14.00
14.00
17.00
12.00
12.00
12.00
15.00
13.00

367.85
367.88
368.05
368.12
368.15
368.15
368.89
369.26
370.11
370.13
370.17
370.18
370.35
370.44
370.51
370.65
370.69
370.71
372.34
372.41
372.49
372.62
372.68
372.80
372.89
373.40
374.33
374.44
374.67
375.31
376.75

14.17
14.20
14.37
14.43
14.46
14.47
15.21
15.58
16.42
16.45
16.48
16.50
16.67
16.76
16.82
16.96
17.00
17.03
18.66
18.73
18.80
18.93
18.99
19.12
19.20
19.71
20.65
20.75
20.99
21.62
23.06

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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Tableau 49: Estimations des coefficients pour les meilleurs modeles génétiques pour FEC.
"H DRBI1" représente I’hétérozygotie au DRB et R1, R2, R3 sont les alléles au DRBI (*0324,
*07012 * et*0114, respectivement).

Les p-valeurs sont codées avec des astérisques: “***” for p = 0.001, “**” for p = 0.01, “*”

forp =0.05 """ forp=0.1

B+ SE t value p
Model set (i)
Intercept 6.09 +£0.20
Condition corporelle -0.52+£0.13 -4.25 Hokx
sMLH -0.71 +1.29 -055
sMLH? 3.20+1.23 2.60 *
HDRB -0.60 £ 0.26 -2.32 *
Model set (ii)
Intercept 595+0.16
Condition corporelle -0.55+0.12 -4.49 Hokx
sMLH -0.34 £ 1.31 -0.26
sMLH? 2.84+1.26 2.25 *
DRB1*0114 -0.64 +£0.28 -2.24 *

2.4. Discussion

Les résultats mis en évidence dans cette partie complémentaire correspondent a ce qui
avait été observé précédemment. Ici également, aucun effet génétique du DYMSI ou de d” sur
le taux de coccidies n’a été détecté (voir Chapitre 10, 1.4.1 pour une discussion a ce sujet).
Pour les strongles, I’hétérozygotie et I’allele DRB1*0114 apparaissent, ici encore (voir aussi
Chapitre 10, Article 2), comme les meilleurs prédicteurs génétiques de la charge parasitaire.
Aucun effet du génotype au DYMSI1 n’a été détecté. Enfin, bien qu’il semble que d? puisse
avoir un effet sur le taux de nématodes, cet effet est toujours moins fort que celui de sSMLH
indiquant que, dans la population d’étude, sMLH est un meilleur descripteur des effets de la

diversité neutre sur la résistance face aux strongles que d°.

Ce dernier résultat est en accord avec ce que 1’on peut observer dans la littérature. En
effet, méme si dans certaines populations d? est plus corrélé a la valeur sélective que
I’hétérozygotie (e.g. Coulson et al. 1998, Da Silva et al. 2009), cette grandeur semble moins
informative que 1’hétérozygotie dans plusieurs autres études (voir Hedrick et al. 2001b,
Coltman & Slate 2003, Chapman et al. 2009). Il semblerait que les cas ou d? est meilleur que
I’hétérozygotie, pour décrire les HFC, correspondent a des populations présentant des patrons
particuliers de consanguinité et de brassage génétique (e.g. brassage génétique entre

populations tres différenciées, Coulson et al. 1998, Tsitrone et al. 2001, Neff 2004a, Da Silva
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et al. 2009). Dans la population du Caroux-Espinouse, des individus d’origines différentes ont
¢été introduits et nous aurions alors pu nous attendre a observer un effet de d? sur la résistance
face aux parasites (voir aussi Coulson et al. 1998, Da Silva et al. 2009). Bien que les résultats
obtenus avec SMLH suggerent la présence d’une dépression hybride (voir Chapitre 10, 1.4.2),
il semblerait que dans la population d’étude, d? ne soit pas la grandeur la plus adaptée pour
détecter ce signal génétique. De la méme maniere, les résultats de la présente étude suggerent
que le marqueur DYMSI1 n’est pas li¢ a la résistance face aux strongles et coccidies dans la
population du Caroux-Espinouse, malgré son lien avec I’immunité chez les moutons Mérinos
(Dukkipati et al. 2010) et la résistance face aux nématodes gastro-intestinaux chez les

moutons Blackface (Buitkamps et al. 1996).
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Discussion des principaux résultats et perspectives

L’un des objectifs de cette thése était de caractériser la structure génétique spatiale des
populations de mouflons Méditerranéens et Corses et d’identifier les éléments susceptibles
d’impacter les flux de geénes chez cette espéce. Dans le Caroux-Espinouse (CE), nous avons
pu mettre en évidence que les males ne présentaient pas de structuration génétique
contrairement aux femelles (Chapitres 7 et 8). Des différences de comportements spatiaux
entre les deux sexes avaient déja été mis en évidence dans cette population (Dubois et al.
1992, 1993, 1994, 1996, Dupuis et al. 2002, King & Brooks 2003, Marchand et al. 2015b,
2017a), et les études de génétique des populations et du paysage menées ici ont permis de
montrer que ces différences comportementales avaient également des conséquences sur les

flux génétiques.

1.1. A propos de I’histoire d’introduction et de la structure socio-spatiale

Le premier niveau de structure génétique détecté chez les femelles mouflons
Meéditerranéens semble étre en lien avec I’histoire d’introduction de la population. Nous
avons, en effet, détecté¢ une proximité génétique plus importante entre les individus situés au
nord et au sud de la réserve, qu’entre ces deux groupes d’individus et ceux situés plus au
centre (Article 1). Cette proximité génétique pourrait étre expliquée par la persistance d’une
empreinte génétique historique, des individus issus de la population de Cadarache ayant été
relachés au nord et au sud. Toutefois, en utilisant du matériel génétique des populations
sources, nous n’avons pas pu totalement confirmer cette hypothese (Chapitre 7, Addendum 2).
Au niveau de I’ADN nucléaire, des résultats contradictoires ont été observés entre DAPC et
valeurs de Fst. Cela peut indiquer que le signal génétique détecté par la DAPC est faible. Les
microsatellites étant des loci neutres connus pour évoluer rapidement, le fait de ne pas
détecter ce faible signal avec les différentes méthodes n’est pas particulierement étonnant. En
effet, entre I’échantillonnage réalis¢ a Cadarache (2016) et ’introduction des mouflons de
Cadarache au CE (1956-1959), environ 14 générations de mouflons se sont écoulées. Durant
ce laps de temps, les deux populations ont pu étre soumises a différentes forces évolutives les
faisant diverger (Fst élevé, voir Chapitre 7, Addendum 2). Agissant suite au goulot
d’étranglement imposé par 1’introduction, la dérive génétique, associée au brassage génétique
entre les individus de Cadarache et les autres individus introduits (Tableau 1), peut étre a

I’origine de la divergence entre les populations sources et celle du CE.

Au contraire, 1’absence de signal mitochondrial est plus surprenante. En effet, les loci

mitochondriaux sont connus pour évoluer moins rapidement que les microsatellites,
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permettant de retracer des événements historiques anciens, et sont transmis uniquement par
les femelles. Les femelles mouflons Méditerranéens sont plus philopatriques que les males
(voir e.g. Article 1) et I'on s’attendait donc a observer un signal historique plus fort avec
I’ADN mitochondrial qu’avec I’ADN nucléaire (e.g. Simpson et al. 2013). On retrouve bien
I’haplotype de la population de Cadarache dans celle du CE, mais cet haplotype n’est pas
I’haplotype majoritaire au nord contrairement a ce que 1’on attendait (Chapitre 7, Addendum
2). Le brassage génétique entre les différentes unités socio-spatiales, et les mouvements des
individus introduits, peuvent avoir participé a homogénéiser la répartition spatiale des deux
haplotypes identifiés dans le CE, expliquant pourquoi nous ne retrouvons pas 1’empreinte
historique attendue (Chapitre 7). Afin de vérifier cette hypothese, obtenir des informations sur
la population Tchécoslovaque dans laquelle ont été prélevés les individus lachés au CE
(Tableau 1) serait crucial. En séquencant des individus issus de cette population au géne du
Cytb, nous pourrions savoir quels haplotypes ils ont apport¢ au CE, et ainsi mieux
comprendre la distribution haplotypique spatiale observée. Augmenter les tailles d’échantillon
dans les différentes unités socio-spatiales (actuellement N = 18, 19 et 12 individus pour les
groupes Nf, Cf et Sf, respectivement) pourrait également permettre de confirmer ce patron

haplotypique spatial.

Le second niveau de structure génétique détecté chez les femelles correspondait a leur
organisation socio-spatiale, la différenciation génétique étant significative entre les 3 unités
socio-spatiales identifiées (Chapitre 7). L’agrégation est un phénomene répandu chez les
animaux et présente plusieurs avantages, tels que la protection face aux prédateurs ou encore
I’acces aux ressources (Parrish & Edelstein-Keshet 1999). La fidélité spatiale peut également
étre expliquée par différents bénéfices tels qu’une meilleure connaissance de I’environnement,
et donc des sites adéquats aux diverses activités d’un individu (e.g. €levage des jeunes,
recherche de ressources). Chez les ongulés, la familiarité spatiale est un facteur important
définissant 1’utilisation de 1’espace et la philopatrie. Par exemple, chez le cerf hémione
(Odocoileus hemionus), Northup et al. (2016) ont mis en évidence que la philopatrie des
femelles était liée a la disponibilité en ressources, suggérant que les individus restent dans des
sites ou ils savent qu’ils pourront trouver des ressources suffisantes, a fortiori durant la
période ou les femelles sont suitées. De méme, chez les mouflons, la familiarité joue un role
crucial dans le déterminisme des mouvements et la définition des domaines vitaux des
individus (Marchand et al. 2017a). La structure socio-spatiale et la philopatrie observées chez
les femelles mouflons peuvent donc résulter des avantages de la philopatrie pour 1’individu.
Cette fidélité spatiale joue probablement aussi un role important dans le maintien du signal

génétique historique évoqué plus haut. Le maintien des 2 signaux génétiques (historique et
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socio-spatial) peut également étre le résultat de la limitation des flux de génes imposée par le

paysage (voir Chapitre 8 et ci-dessous).

Les effets des introductions sur les structures génétiques sont souvent étudiés,
notamment chez les ongulés, un groupe dans lequel de nombreuses populations ont fait 1’objet
de (ré)introductions. Cependant, la majorité des ¢études semblent étre réalisées a 1’échelle
inter-populationnelle (e.g. chez le mouflon Mexicain, Ovis canadensis mexicana, Hedrick et
al. 2001a, chez le cerf de Virginie, Odocoileus virginianus, DeYoung et al. 2003, chez le
bouquetin des Alpes, Capra ibex ibex, Biebach & Keller 2009, chez les troupeaux
domestiques, Bos sp., Martinez et al. 2012). L’impact de I’histoire d’introduction révélé dans
la population de mouflons du CE, a la petite échelle spatiale de la RNCFS, met en évidence
I’importance de mener ce type d’étude également a une échelle intra-populationnelle. Par
ailleurs, dans de nombreuses especes de grands herbivores, la structure socio-spatiale et la
philopatrie peuvent impacter la structure génétique (e.g. mouton de Soay, Coltman et al. 2003,
¢léphants, Loxodonta africana, Archie et al. 2008, chevreuil, Capreolus capreolus, Bonnot et
al. 2010, cerfs de Sitka, Colson et al. 2013, sangliers, Sus scrofa, Podgorski et al. 2014).
Toutefois, a notre connaissance, 1’étude présentée dans le Chapitre 7 est la premiere a tenter
de distinguer I’apport relatif de I’histoire d’introduction et de la structure socio-spatiale a la
structure génétique d’une population introduite chez les ongulés. Il pourrait étre intéressant
d’appliquer des approches similaires a celles développées dans ce manuscrit a d’autres
especes. Cela permettrait de généraliser nos résultats et donnerait des informations
supplémentaires aux gestionnaires lors de la planification des stratégies de gestion et de

conservation (e.g. réintroduction du cerf ¢laphe en Corse, Klein 2013).

1.2. A propos du paysage et des implications pour la gestion des populations

La structure génétique spatiale des femelles dans le CE est également dépendante de
I’habitat dans lequel elles évoluent. La sélection d’habitat chez les mouflons du CE, comme
chez d’autres ongulés, est dirigée par un compromis entre nourriture et couverture (Mysterud
et Ostbye, 1999 Dussault et al. 2005, Marchand et al. 2015b). En déterminant la distribution
spatiale des individus, ce comportement spatial détermine a son tour les flux de génes chez les
femelles dans la population. Plus précisément, les types d’habitats dans lesquels elles passent
la majorité de leur temps durant la période de reproduction (habitats per¢gus comme « sQrs »,
i.e. protégeant contre les prédateurs) sont ceux présentant la plus faible résistance aux flux de
genes, alors que ceux qu’elles évitent (habitats « non-sirs » ou ne fournissant pas de
ressources) restreignent les flux de geénes (Article 2). Par ailleurs, les structures linéaires,

participant a la définition des limites des domaines vitaux en servant de repéres visuels
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(Marchand et al. 2017a), qu’elles soient naturelles ou anthropiques, réduisent les flux de
genes, et leur effet est plus important que celui lié aux types d’habitats (Article 2). Dans une
optique de gestion et de conservation, ces résultats fournissent des informations cruciales. Au
CE, la création de nouvelles routes ou chemins de randonnées pourrait drastiquement réduire
la connectivité¢ du paysage pour les femelles. Cela pourrait également subdiviser les unités
socio-spatiales en groupes plus petits. De la méme maniere, dans le contexte actuel de
fermeture des habitats dans lequel se trouve la population d’étude (Chapitre 5), une
augmentation de la proportion des foréts de conifeéres pourrait accroitre 1’isolement des
différentes unités socio-spatiales femelles puisque c’est un habitat limitant les flux de genes

(Article 2).

Les males mouflons Méditerranéens sont moins philopatriques et plus mobiles que les
femelles (i.e. avec des comportements spatiaux moins stables dans le temps, des mouvements
moins impactés par les structures linéaires et moins influencés par la familiarité du paysage,
Dubois et al. 1993, 1996, Dupuis et al. 2002, Marchand et al. 2017a). Ce comportement
spatial détermine, comme pour les femelles, les flux de génes puisque, dans les études menées
ici, les males apparaissent moins structurés génétiquement que les femelles (Articles 1 et 2).
Cette différence de structure génétique entre males et femelles suggere que, chez le mouflon
Meéditerranéen, les flux de geénes dans les populations sont majoritairement assurés par les
males. Dans la population du CE, il y a peu ou pas de dispersion natale (Dubois et al. 1996,
Battistella 2016) et les flux de génes se font trés probablement au travers d’excursions de
reproduction. Plusieurs mécanismes peuvent expliquer ce comportement d’excursions,
observé également chez d’autres espeéces d’ongulés, chez les males comme les femelles. Par
exemple I’évitement de consanguinité (e.g. chez le chevreuil, Debeffe et al. 2014) ou encore
la recherche de partenaires pour se reproduire (e.g. chez le cerf de Virginie, Kolodzinski et al.
2010, Karns et al. 2011) peuvent étre a I’origine de ces mouvements en dehors des domaines

vitaux.

Chez le mouflon Méditerranéen, faire des excursions de reproduction peut permettre,
pour un male, de rencontrer des femelles non déja accaparées par d’autres males (stratégie du
« tending », Chapitre 5). Dans la population du CE, I’effectif est haut et stable, au moins
depuis les années 1990 (Garel et al. 2005b), et la fermeture du milieu induit une perte
conséquente d’habitat (Bousquel 1999, Garel et al. 2007, voir Chapitre 5). La densité en
mouflons males est donc probablement ¢levée dans la réserve, exacerbant la compétition
intra-sexuelle pour 1’acces a la reproduction et favorisant les excursions de reproduction. Ces

excursions, bien que se faisant sur de courtes distances (en moyenne, une excursion de 2
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heures ou plus amene un individu a 189.8 + 245.3 m du centre de son domaine vital et au
maximum a 1.9 km), durent relativement longtemps (en moyenne 16.2 + 63.5 h et au
maximum 41.8 jours, Marchand et al. données non publiées) et peuvent ainsi permettre a la
reproduction d’avoir lieu, induisant une homogénéisation des fréquences alléliques entre
groupes socio-spatiaux (Article 1). Une étude visant a confirmer le lien entre excursions et
flux de geénes pourrait permettre de confirmer les hypotheses émises ici (e.g. détermination
génétique de paternité sur les agneaux). Par ailleurs, a ce jour, assez peu d’informations
existent sur la dispersion (natale et de reproduction) chez le mouflon Méditerranéen et mener
des études permettant de déterminer s’il y en a, et comment elle se fait, pourrait permettre de

mieux comprendre la biologie et la génétique des populations de mouflons.

Les résultats mis en évidence, sur les males comme les femelles, indiquent que le
comportement spatial et la sélection d’habitat ont des effets sur les flux de geénes chez le
mouflon Méditerranéen. Cela pourrait également étre le cas dans d’autres espéces d’ongulés.
En effet, le compromis spatial entre couverture et nourriture (e.g. Mysterud & Ostbye 1999,
Dussault et al. 2005, Mabille et al. 2012) et 'impact de diverses structures lin€aires sur les
flux de genes (e.g. chevreuil, Coulon et al. 2006, Hepenstrick et al. 2012, ¢lan, Wilson et al.
2015) ont été¢ mis en évidence chez plusieurs especes de ce groupe. Il pourrait donc étre
intéressant de mener des études de génétique du paysage en se focalisant sur le compromis
couverture/nourriture dans d’autres taxons afin de voir si, comme chez le mouflon, ce
comportement impacte également les flux de génes. Par ailleurs, la majeure partie des études
sur les effets barrieres chez les ongulés se focalisent sur les structures linéaires constituant des
barrieéres physiques. Ici nous avons mis en évidence les effets de barriéres comportementales
sur les flux de genes, et ce type de barriere pourrait également impacter les flux de genes

d’autres espéces aux domaines vitaux bien définis et stables.

I est important de noter ici que les résultats obtenus dans les études de génétique du
paysage sont dépendants des conditions dans lesquelles se trouvaient les individus au moment
de I’étude. Toute modification du paysage (e.g. augmentation de la densité en structure
linéaire) ou facteur modifiant la « favorabilité » d’un habitat (e.g. zones refuges ne 1’étant plus
en raison d’activités anthropiques accrues), peut impacter la structure génétique de la
population, puisque ces habitats ont des effets sur flux de geénes. De la méme maniére, une
modification du comportement des individus peut modifier les conclusions tirées ici. Par
exemple, chez le mouflon du désert, Epps et al. (2018) ont mis en évidence que les individus
traversaient aujourd’hui (2013-2015) une barri¢re (autoroute) qu’ils ne traversaient pas 10 ans

auparavant (2000-2003), réduisant ainsi grandement la différenciation génétique entre deux
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populations en seulement deux générations. Des réplications spatiales et temporelles sont
donc nécessaires en génétique du paysage. Les réplications spatiales (intra- et
interspécifiques) peuvent permettent de généraliser les patrons observés dans une population a
une espece ou un groupe entier (Larroque et al. 2016a, Short-Bull et al. 2011). Par exemple,
les différentes études de génétique du paysage menées chez les moutons sauvages permettent
de mettre en évidence que la topographie est un élément déterminant des flux de geénes dans
ce groupe d’especes (Epps et al. 2007, Roffler et al. 2016, Creech et al. 2017, Article 2). Cette
caractéristique semble également s’étendre a d’autres ongulés (e.g. cerf élaphe, Perez-Espona
et al. 2008, gazelle de Prewalski, Procapra przewalskii, Yang et al. 2011, girafes Masali,
Giraffa camelopardalis tippelskirchi, Crowhurst 2012). Les réplications spatiales peuvent
ainsi aider a la compréhension du fonctionnement et a la conservation des populations
menacées. Les réplications temporelles sont quant a elles importantes pour mesurer
I’évolution de la connectivité du paysage et 1’évolution des fréquences alléliques dans les
populations (e.g. Draheim et al. 2018). En effet, en ne considérant qu’un seul point dans le
temps, la plupart des études de génétique font I’hypothése que la structure génétique spatiale
et les facteurs déterminants les flux de genes (e.g. paysage, comportement) sont stables dans
le temps, ce qui n’est pas toujours vrai, en particulier dans le contexte actuel de changements

globaux (e.g. comportement de dispersion, Travis et al. 2013).

1.3. Importance de 1’échelle spatiale dans les ¢tudes de structures génétiques

L’un des faits les plus remarquables de ces premiers résultats est d’avoir pu mettre en
évidence une structure génétique significative, et des effets sexe-spécifiques du paysage sur
les flux de genes, a la faible échelle spatiale de la réserve du CE. En effet, la RNCFS,
englobant 1658 ha (= 8 domaines vitaux de mouflons femelles et 4.6 domaines vitaux de
males) et mesurant environ 7 km de long pour 4 km de large, représente une petite aire
d’¢tude. Chez le mouton sauvage, les études de génétique, et notamment de génétique du
paysage, sont classiquement menées a large échelle spatiale (e.g. 3000 km?, Buchalski et al.
2015), englobant souvent plusieurs noyaux de populations (voir par exemple Worley et al.
2004, Epps et al. 2005, 2007, Buchalski et al. 2015, Roffler et al. 2014, 2016, Creech et al.
2017). A notre connaissance, hormis I’étude de Petit et al. (1997) dans la population du CE, la
seule étude de génétique des populations a petite échelle spatiale réalisée dans une population
d’Ovis sauvages, ou féraux dans ce cas précis, a été réalisée par Coltman et al. (2003a) sur les
moutons de Soay. La population qu’ils ont étudiée occupe une aire de 230 ha, et a cette fine
échelle, ils ont également mis en évidence une différence de comportement entre males et

femelles, les males présentant une structure génétique plus faible que les femelles. Les
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femelles de cette population dispersent tres peu et les individus proches géographiquement
sont apparentés. Les résultats de Coltman et al. (2003a), et les études présentées dans ce
manuscrit, mettent en lumiére I’importance de mener des études a une échelle spatiale locale,
particuliérement dans les especes chez qui les domaines vitaux sont petits, et chez qui les
individus ont des capacités de dispersion limitées. Cela permet en effet de comprendre les
processus évolutifs intra-populationnels dont la connaissance est fondamentale pour la gestion

des populations et des espéces.

Les résultats obtenus dans les populations de mouflons Corses sur la structure
génétique soulignent également 1’importance de 1’échelle spatiale dans I’étude de la biologie
d’une espéce. En effet, en raisonnant a une échelle spatiale plus importante que dans la
réserve du CE, nous n’avons pas distingué les différences comportementales entre males et
femelles en Corse (Chapitre 7, Addendum 3). Dans les populations de Bavella et Cinto, les
males et femelles présentent tous deux des structures génétiques divisées en deux groupes,
séparés par la route principale a Bavella et par la chaine montagneuse du Monte Cinto a
Cinto. L’¢tude de génétique du paysage réalisée a Cinto n’a cependant pas permis de
confirmer cet effet des crétes ou vallées sur les flux de genes (Chapitre 8, Addendum 2).
L’une des principales hypothéses pour expliquer ce phénomene est que nous avons réalisé
cette étude a une échelle spatiale trop importante comparée aux capacités de dispersion des
mouflons, et que la distinction nord-sud peut masquer des structures génétiques de niveaux
hiérarchiques inférieurs. L’échelle spatiale a laquelle sont réalisés les échantillonnages et les
analyses a, en effet, un impact important sur les conclusions tirées en génétique du paysage

(Anderson et al. 2010, Angelone et al. 2011, Keller et al. 2013, Dalongeville et al. 2018).

Il n’existe malheureusement pas a ce jour d’estimation fiable de la distance de
dispersion (natale ou de reproduction) des mouflons Corses et Méditerranéens car aucune
¢tude récente n’a été réalisée. Cependant, les moutons sauvages sont connus pour avoir des
capacités de dispersion limitées (e.g. Geist 1971, Gross et al. 2000, Worley et al. 2004), et une
¢tude précédente sur les femelles mouflons Méditerranéens (Dubois et al. 1994) réalisée sur
quelques individus a révélé que les individus avaient des domaines vitaux petits et fixés au
cours de leur vie. La présence d’une structure génétique significative a petite échelle révélée
ici (Chapitres 7 et 8) et la courte distance parcourue lors des excursions de reproduction
réalisées par les males (Chapitre 11, 1.2) tendent également a confirmer que la distance de
dispersion est faible dans cette espéce. Or, 1’aire d’étude de la population de Cinto (53 000 ha)
est trés grande en comparaison de la taille du domaine vital (DV hivernal = 405 ha et estival =

285 ha pour les males de Cinto, Sanchis 2018) et de la portée des excursions de reproduction
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mis en évidence dans le CE. Méme si, du fait que les mouflons Corses vivent depuis toujours
dans des aires plus grandes, on peut s’attendre a ce que leur comportement et donc leurs
distances de dispersion soient adaptés, cela peut ne pas suffire a couvrir I’enti¢reté de la zone.
La distance géographique peut donc étre un élément tres structurant pour les mouflons de
Cinto, comme semblent le confirmer les résultats du test d’isolement par la distance (Chapitre

8, Addendum 2).

Les structures génétiques hiérarchiques (c’est-a-dire 1’existence de plusieurs niveaux
de structuration, comme c’est le cas par exemple lorsque 2 clusters génétiques séparés par une
barri¢re sont présents et qu’il existe au sein de chacun de ces clusters une sous-structuration
génétique qui peut dépendre de divers ¢léments, comme le paysage ou la distance
géographique) sont courantes dans la nature et rendent plus complexe la caractérisation de la
structure génétique d’une population (Balkenhol et al. 2014). Par exemple, chez le puma
(Puma concolor), dans une population occupant une aire de 217 000 km?, Balkenhol et al.
(2014) ont mis en évidence ’existence d’une structure génétique hiérarchique résultant de
I’effet de barrieres, de différentes variables paysageres et de la distance géographique sur les
flux de genes. Ils proposent et recommandent une approche multi-méthodes pour caractériser
ce type de structure génétique complexe qui serait incomplétement décrite par I'utilisation de
I’une ou I’autre des méthodes seule. Les auteurs expliquent que la détection du signal de la
distance géographique dans le premier niveau hiérarchique n’est pas surprenante étant donné
que les dimensions de leur aire d’étude sont nettement supérieures aux capacités de dispersion

des organismes qu’ils étudient.

Un parallele peut étre fait entre I’étude de Balkenhol et al. (2014) et 1’étude réalisée
dans la population de Cinto. Dans cette dernicre, les deux clusters génétiques peuvent
représenter le premier niveau de structure génétique, influencé par la présence d’une barricre
(la chaine de montagne du Monte Cinto) et la distance géographique, alors que le paysage est
plutdt susceptible d’agir au sein de chaque cluster. Il faudrait donc refaire les analyses au sein
de chaque cluster génétique afin de voir si dans les niveaux de structuration inférieurs, le
paysage impacte les flux de genes. Si tel était le cas, nous pourrions alors comparer les
¢léments favorisant ou limitant les flux de genes dans les populations Corses aux éléments
structurants la population du CE, et ainsi tirer des conclusions peut étre plus générales a
I’échelle de I’espéce (réplication spatiale). En raisonnant a une échelle spatiale plus restreinte,
les différences de comportements entre males et femelles, si elles existent, auraient é¢galement
plus de chances d’étre détectées. Enfin, une poursuite intéressante dans la considération du

probléeme d’échelle spatiale pourrait également étre de refaire les analyses de génétique des
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populations et du paysage a 1’échelle du massif du CE entier (17 000 ha), afin de voir si I’on

observe les mémes patrons spatiaux qu’au sein de la RNCFS chez les méles et les femelles.

1.4. Perspectives méthodologiques en génétique du paysage

Au-dela des perspectives énoncées plus haut concernant les échelles spatiales, un point
qu’il pourrait étre également intéressant de développer serait ’application de différentes
méthodologies de génétique du paysage. En effet, la génétique du paysage est une discipline
relativement récente (Manel et al. 2003, Manel & Holderegger 2013) et un nombre
considérable d’approches différentes ont été développées depuis son introduction, sans
qu’aucun consensus sur la méthode la plus performante ne soit trouvé (Balkenhol et al. 2016).
Les approches de génétique du paysage reposent généralement sur deux étapes (Manel et al.
2003), la premiere consistant a caractériser la structure génétique (e.g. calculs de distances
génétiques) et la seconde mesurant la corrélation entre cette structure et le paysage (e.g.
caractérisé par la mesure de distances dites « écologiques » tenant compte de la résistance du

paysage aux flux de genes).

Pour réaliser cette seconde étape, il existe plusieurs manicres de mesurer les distances
¢cologiques et de quantifier leur corrélation avec la distance génétique. Au cours de cette
thése, nous avons utilisé les chemins de moindres cotts (LCPs pour Least-Costs Paths). Cette
approche est cependant basée sur la forte hypotheése que les animaux considérés sont capables
de choisir le chemin optimal et connaissent donc parfaitement le paysage dans lequel ils
évoluent (Balkenhol et al. 2016). Nous avons vu que cette hypothése n’est pas irréaliste pour
le mouflon Méditerranéen (voir Chapitre 8, Article 2, Conclusions), mais employer d’autres
méthodes ne faisant pas cette hypothése pourrait permettre d’affiner les résultats obtenus avec
les LCPs. La méthode la plus utilisée ne reposant pas sur cette hypothese est la théorie des
circuits électriques (McRae & Beier 2007, McRae et al. 2008). Au contraire des LCPs, les
distances par paires calculées en utilisant la théorie des circuits tiennent compte des différents
chemins qui peuvent exister entre deux points, la contribution des différents chemins étant
pondérée en fonction de leur importance (e.g. facilitant plus ou moins le déplacement).
L’incorporation de plusieurs chemins possibles rend la mesure de distance plus réaliste et
permet de ne pas sous-estimer la connectivité lorsque par exemple, il existe différents
chemins de colts équivalents. Plusieurs études ont ainsi révélé de meilleures performances de
la théorie des circuits par rapport aux chemins de moindres cofits (e.g. McClure et al. 2016,
Simpkins et al. 2018) bien que cela ne soit pas systématique et dépende des caractéristiques
biologiques de 1’espéce ¢étudiée (voir Spear et al. 2016 et références incluses, Zeller et al.

2018).
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Une fois les distances écologiques calculées, 1’objectif de la génétique du paysage va
étre de déterminer si la structure génétique est mieux décrite par un modele d’isolement par la
distance (IBD) ou d’isolement par la résistance (i.e. tenant compte du coit des déplacements,
IBR). Ici aussi, de nombreuses méthodes ont été développées (voir par exemple Balkenhol et
al. 2009, Zeller et al. 2016, Shirk et al. 2018). Au cours des travaux présentés dans ce
manuscrit, nous avons utilis¢ des tests de Mantel et le causal modeling (Legendre &
Troussellier 1988, Legendre 1993, Cushman et al. 2006, 2013) afin de mesurer la corrélation
entre distances génétiques et distances de moindres cotts. Si 1’utilisation des tests de Mantel
demeure I’approche la plus couramment utilisée en génétique du paysage (Storfer et al. 2010,
Zeller et al. 2016), c’est également 1’'une des plus controversée (e.g. Legendre et al. 2015,
Zeller et al. 2016 mais voir Kierepka & Latch 2015). L’un des principaux désavantages de
’utilisation des tests de Mantel réside dans le fait que, lorsque I’on mesure la corrélation entre
deux matrices de distances par paires, [’hypothése d’indépendance des données n’est pas
respectée. Cela aboutit a une grande erreur de type 1 pour ce type d’analyse (i.e. grande
probabilit¢ de rejeter ’hypothése nulle a tort et donc de conclure a un effet du paysage
n’existant pas réellement, Balkenhol et al. 2009, Graves et al. 2013, Legendre et al. 2015).
Pour palier a cela, une approche prometteuse est 1’utilisation de modeles linéaires a effet
mixtes avec « maximum-likelihood population effects » (MLPE, Clarke et al. 2002, van
Strien et al. 2012). Les MLPE intégrent la dépendance des données dans la structure des effets
aléatoires permettant ainsi de corriger pour ce biais. La comparaison des différents modéles se
fait alors classiquement par AIC. Cette approche a donné de meilleurs résultats que toutes les
autres méthodes testées dans I’étude de Shirk et al. (2018). Etant donnés les différents
désavantages que nous avons décrit en rapport avec les LCP et les tests de Mantel, il serait
intéressant de mener des investigations en utilisant la théorie des circuits et les MLPE chez les
mouflons Méditerranéens et Corses. Cela pourrait permettre de confirmer, et éventuellement

préciser, les résultats obtenus dans les travaux de cette these.

La description de la structure génétique des mouflons visait deux objectifs : 1) la
compréhension du fonctionnement des populations de cette espéce qui n’avait jusqu’alors été
que trés peu étudié d’un point de vue génétique, 2) I’obtention d’une description détaillée de

la structure spatiale et des mouvements effectués par les individus afin de déterminer si ces
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¢léments sont en lien avec la transmission des parasites dans les populations. Nous avons

discuté ci-dessus du premier objectif et cette partie visera donc a remplir le second.

Le strongle digestif Haemonchus contortus (voir Chapitre 9) étudié dans ce manuscrit,
est un parasite ayant un cycle monoxéne (un seul hote) avec une phase environnementale. Les
phases environnementales sont néanmoins attendues pour étre peu mobiles étant donnés la
taille des larves et leur mode d’infestation (voir Chapitre 4). Leurs mouvements sont donc
dépendants de ceux de leurs hotes lors de leur stade parasitaire. En raison de la forte
philopatrie des femelles mouflons, nous avions plus particulierement émis 1’hypothése que la
structure génétique spatiale des parasites correspondrait a la structure spatiale des femelles.
En effet, nous avons vu que les flux males ne suffisent pas a compenser I’impact de la
philopatrie des femelles sur la structure génétique de ces dernieres (Chapitre 11, 1) et nous

nous attendions donc a observer également une structure génétique chez les parasites.

Au contraire de nos attentes, les analyses préliminaires ont révélé, qu’a 1’échelle
spatiale considérée, les H. contortus ne présentaient pas de structure génétique spatiale.
Plusieurs hypothéses et perspectives ont été proposées pour expliquer et confirmer ce résultat
(voir Chapitre 9). Une autre poursuite intéressante dans 1’é¢tude de la structure spatiale des
parasites pourrait étre de se focaliser sur leur abondance au sein des hotes. Il existe en effet
souvent une tres forte hétérogénéité dans le nombre de parasites par hote dans une population
(« agrégation », Poulin 2007). En utilisant 1’outil génétique, nous ne prenons pas en compte
cet aspect quantitatif. L agrégation des parasites peut dépendre de I’agrégation des hotes mais
¢galement de nombreux autres facteurs, la distribution observée étant le résultat des
interactions de ces différents éléments (e.g. probabilités de rencontre, Poulin 2007).
L’agrégation dépend aussi de la susceptibilité des hdtes face aux parasites, certains individus
¢tant plus résistants que d’autres. L’un des éléments clés de la résistance des hdtes face aux
parasites est 'immunité, qui est elle-méme liée aux caractéristiques génétiques des individus
(Partie I, Chapitre 2, Partie IV, Chapitre 10). Si les alleles responsables d’une résistance ou
d’une susceptibilité accrue face aux parasites sont structurés spatialement dans la population,
alors il se peut que les abondances soient elles aussi structurées spatialement. Cette structure
dépendra des critéres impactant la structure génétique spatiale des hotes puisqu’en présentant
une homogénéité génétique, les hotes peuvent également présenter une homogénéité dans leur

réponse immunitaire.

Dans I’étude visant a déterminer quels ¢léments génétiques déterminent la résistance
des mouflons face a leurs parasites, nous avons mis en évidence des effets de la diversité

génétique neutre et du géne du DRBI1 (Partie 1V, Chapitre 10). Nous avons vu que la
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variabilité génétique neutre é€tait structurée spatialement (Article 1) et il se peut donc que la
résistance face aux parasites, et donc leurs abondances, soient également structurées. Parmi
les caractéristiques du DRBI qui s’avérent déterminantes pour la résistance, nous avons
identifi¢ 1’allele DRB1*0114 qui procure une résistance supérieure face aux strongles
intestinaux aux individus le portant. Si I’on s’intéresse a la proportion de chaque allele dans
chaque unité socio-spatiale femelle, on observe effectivement que 1’allele DRB1*0114 varie
en proportion entre les différentes unités socio-spatiales (Tableau 50). Cependant, nous
n’avons pas mis en évidence d’effet significatif de 1’unité socio-spatiale sur le taux de
strongles intestinaux (Chapitre 10, Appendice 1). Ces unités socio-spatiales ont été définies a
I’échelle de la RNCEFS, et il est envisageable qu’elles ne représentent pas les unités spatiales
« de résistance », ¢’est-a-dire que 1’homogénéité immunitaire apparait a une échelle différente
que nous n’avons pas considérée ici. Augmenter la taille de la zone d’étude pourrait permettre
de détecter une plus grande variabilit¢ spatiale des fréquences alléliques d’interét et

d’identifier une structure spatiale des abondances de strongles digestifs.

Tableau 50: Proportion d'individus portant les différents alleles identifiés au gene du DRBI
dans les différentes unités socio-spatiales femelles de la population de mouflons du Caroux-

Espinouse (Nf, Cf et Sf, voir Article 1).

Unité socio-spatiale DRB1 *0324 DRB1*%07012 DRB1*0114
Nf 0.83 0.44 0.17
cf 0.88 0.38 0.25
Sf 0.86 0.57 0.43

3.1. Synthese des résultats et implications pour la gestion des populations

Le troisiéme objectif de ce manuscrit était d’identifier les caractéristiques génétiques
déterminant la résistance face aux parasites. Nous avons dans un premier temps observé que
les individus présentant une hétérozygotie intermédiaire étaient moins parasités par les
strongles intestinaux que les individus trés homozygotes ou trés hétérozygotes (Chapitre 10).
Ce résultat correspond a ce que I’on pouvait attendre en accord avec la théorie du croisement
optimal (« optimal outbreeding theory » en anglais, Bateson 1983) qui soutient 1’existence
d’un compromis entre consanguinité et croisements délétéres, maximisant la valeur sélective
des descendants (voir Chapitre 1, 2.3). Il faut cependant noter que dans notre étude, peu
d’individus trés hétérozygotes ou homozygotes ont ¢été échantillonnés, et la relation

quadratique n’était pas maintenue lorsque ces individus (SMLH < 0.6 ou > 1.3, 4 individus, 5
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observations) n’étaient pas inclus dans les analyses (résultats non montrés). Une étude
complémentaire considérant plus d’individus avec une hétérozygotie faible ou élevée
permettrait de confirmer la présence de cette relation en U entre hétérozygotie et résistance
face aux strongles. Dans un second temps, nos résultats ont mis en évidence que le statut
hétérozygote au DRBI1 (Complexe Majeur d’Histocompatibilité, CMH) des individus et la
présence de certains alléles ou génotypes sont liés a la résistance face aux strongles
intestinaux. Ces résultats suggerent la cooccurrence de différents mécanismes sous-jacents au
lien entre diversité génétique au CMH et résistance (avantage aux hétérozygotes, aux alléles
rares et sélection fluctuante, voir Chapitre 2) dans la population (voir aussi Lenz et al. 2009
chez le rat géant a longue queue Leopoldamys sabanus). L’effet de 1’hétérozygotie était

néanmoins le plus fort suggérant une prépondérance de 1’avantage aux hétérozygotes.

L’un des mécanismes souvent €évoqués pour expliquer I’avantage des hétérozygotes est
que la présence de deux alleles différents leur permet de reconnaitre une plus grande diversité
d’antigenes, leur procurant ainsi une meilleure résistance (Doherty & Zinkernagel 1975,
Hedrick 1999, voir Chapitre 2). Cependant, le lien entre hétérozygotie et résistance peut
¢galement étre en interaction avec d’autres caractéristiques de 1’hote, comme la condition
corporelle. Par exemple, chez le cerf ibérique (Cervus elaphus hispanicus), Fernandez-de-
Mera et al. (2009) ont mis en évidence que la condition corporelle et la résistance face aux
parasites €taient liées aux haplotypes au DRB-2 (CMH). Les auteurs proposent 1I’hypothése de
la «qualité générale » pour expliquer cette interaction. C’est-a-dire que si un individu
présente une certaine configuration au CMH qui lui confére une meilleure résistance, alors les
effets de «bonne qualit¢ » du CMH devraient se transcrire également dans d’autres
caractéristiques comme la condition corporelle. Une autre explication possible (mais
n’excluant pas la précédente) est que ces individus peuvent étre plus performants que les
autres dans 1’acquisition des ressources ou leur métabolisation, induisant une meilleure
condition corporelle chez eux que chez les autres (Fernandez-de-Mera et al. 2009). Cette
interaction entre diversité génétique et condition corporelle s’observe ¢galement au niveau de

marqueurs neutres tels que les microsatellites (e.g. Coulson et al. 1998, Kojo et al. 2012).

Dans notre étude, nous n’avons pas déterminé si les individus hétérozygotes étaient
plus performants que les homozygotes a d’autres traits que la résistance face aux parasites et
cela pourrait étre une poursuite intéressante. Nous pourrions chercher a déterminer si le lien
entre résistance et diversité génétique (au DRBI1 mais aussi aux marqueurs microsatellites)
interagit avec la condition corporelle. De méme, nous pourrions déterminer si les individus les

plus résistants face aux parasites ont également une meilleure survie ou un meilleur succes
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reproducteur comme cela a été mis en évidence dans d’autres especes (e.g. lagopede
d’Ecosse, Hudson et al. 1992a). Enfin, nous avons vu que la diversité génétique pouvait étre
liée au comportement de dispersion (e.g. Selonen & Hanski 2010, Debeffe et al. 2014, voir
Chapitre 1), et que les males mouflons assurent une grande majorité des flux de génes via des
excursions de reproduction (Articles 1 et 2). Ces excursions sont supposées augmenter le
succes reproducteur des males (Chapitre 11, 1.2). Les individus réalisant les excursions les
plus efficaces (e.g. les plus longues, les plus lointaines) sont peut-étre également les individus
ayant une diversité génétique optimale. Mieux comprendre les liens entre diversité génétique,
résistance face aux parasites et divers traits liés a la valeur sélective serait intéressant pour
caractériser plus précisément I’importance de la diversité génétique dans les populations.
Etant donnés ces liens existant entre la diversité génétique et la valeur sélective, il est
important de tenir compte de la diversité génétique dans les stratégies de gestion et de

conservation.

Dans les troupeaux domestiques, la méthode la plus utilisée pour lutter contre les
infections est ['utilisation de traitement médicamenteux (Sayers & Sweeney 2005).
Cependant, comme de plus en plus de parasites développent une résistance accrue face a ces
traitements (Gilleard 2006), les éleveurs ont également recours a la sélection artificielle
(croisements entre individus résistants, Sayers & Sweeney 2005). Dans les populations
sauvages, la gestion des infections (parasitaires, bactériennes ou virales) est beaucoup plus
compliquée avec les méthodes classiques. Par exemple, la vaccination et les traitements
nécessitent des interventions anthropiques régulicres (e.g. captures), susceptibles de perturber
les individus et populations, et induisant un colt important, qu’il n’est probablement pas
possible d’assumer sur du long terme et a large échelle spatiale par les autorités compétentes.
Ce type de stratégie peut, de plus, avoir une efficacité variable selon les espéces de parasites
(e.g. Murray et al. 1996) et des conséquences inattendues, telle que I’augmentation des taux
d’infections par d’autres parasites (e.g. Pedersen & Antonovics 2013). Cela demeure donc des
stratégies utilisées uniquement dans les cas les plus critiques, ou la conservation des especes
(Woodroffe 1999, Calvete 2006), la santé humaine ou celle des animaux domestiques sont
engagées (e.g. infections par la rage, Rosatte et al. 1992, Slate et al. 2005, Boyer et al. 2011).
I1 faut donc envisager d’utiliser des alternatives, et ici, comme chez les animaux domestiques,

la résistance génétique peut constituer une stratégie intéressante.

Par exemple, au moment de fonder une population ou lorsque I’on planifie la
translocation d’individus pour renforcer une population déja existante (e.g. sauvetage

génétique), on peut envisager de sélectionner des individus porteurs d’alleles de résistance
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afin d’accroitre la valeur sélective des descendants qui seront issus du croisement entre
immigrants et résidents de la population cible (Whiteley et al. 2015). Egalement, afin de
permettre aux individus de la population néoformée d’avoir une hétérozygotie optimale, il
faut veiller a assurer une diversité¢ génétique suffisante au sein des fondateurs pour limiter la
consanguinité, tout en s’assurant de ne pas causer non plus de dépression hybride : les deux
pouvant accroitre la sensibilité des individus aux parasites (voir Chapitres 1 et 10). Le nombre
et D'origine des individus fondateurs, ou introduits, jouent un role crucial dans le
déterminisme de la diversité génétique des populations (voir Article 1 pour une discussion sur
ce point) et revétent donc une grande importance pour la résistance face aux parasites dans les
stratégies de gestion. Par ailleurs, une réflexion sur le lieu des lachers devra étre faite afin de
s’assurer que les individus pourront assurer des déplacements et des flux de geénes suffisant au
maintien d’un niveau de diversité génétique maximisant la résistance face aux parasites et a la
diffusion des alléles de résistance. Restaurer les flux de génes peut aussi étre intéressant en
termes de résistance face aux parasites dans une population subdivisée. Dans le cas des
introductions comme de la restauration des flux de génes, il faut aussi veiller a ne pas
confronter les organismes a des pathogenes contre lesquels ils ne seraient pas adaptés (e.g.
traiter les individus avant de les relacher, pré-exposer les individus aux pathogénes qu’ils
rencontreront aprés avoir été relachés, Faria et al. 2010). Toutes ces questions se posent
notamment en lien avec les réintroductions planifiées dans la population de Bavella (voir

Chapitre 5).

I1 est a noter ici que se focaliser sur la diversité génétique n’est pas forcément suffisant
pour lutter contre le parasitisme, et les stratégies de gestion doivent également tenir compte
des autres ¢léments pouvant impacter la résistance. Par exemple, les effets de la condition
corporelle et de la nutrition et leurs liens avec la résistance face aux parasites ont ét¢ illustrés
dans différentes parties de ce manuscrit (Chapitres 2 et 10) et ailleurs (Stien et al.2002,
Yoseph et al. 2005, Hakkarainen et al. 2007, Irvine et al. 2006, Body et al. 2011, Cornet et al.
2015, Davidson et al. 2015, Debeffe et al. 2016, Knutie et al. 2017). Ainsi, une mesure de
gestion pour lutter contre les infections parasitaires peut étre de veiller a la disponibilité en

ressources pour les individus (Sayers & Sweeney 2005).

3.2. Perspectives en immunogénétique

L’un des points non abordés dans I’étude de I'immunogénétique chez le mouflon
Méditerranéen concerne la diversité génétique aux loci de I’immunité. Plusieurs forces
évolutives peuvent interagir et déterminer la diversité génétique (Chapitre 1). Nous avons

identifié¢ 3 haplotypes différents dans notre population pour le géne du DRBI1. Cette valeur est
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relativement faible comparée a ce qui peut étre observé dans d’autres taxons (e.g. rongeurs,
Galan et al. 2010, chevreuils, Quéméré et al. 2015). Sur les génes du CMH et notamment le
DRBI, on s’attend théoriquement a observer une grande diversité génétique du fait de la
sélection conditionnée par les parasites (sélection balancée, voir Chapitres 1 et 2, Piertney &
Oliver 2006, Spurgin & Richardson 2010). L’éveénement fondateur, en déterminant le nombre
d’alléles historiquement introduits dans le massif du CE, et en donnant lieu a une dérive
génétique importante, peut avoir joué¢ un role dans la détermination de cette variabilité
génétique limitée, malgré ’action de la sélection naturelle. C’est par exemple ce qui peut
s’étre produit dans une population néoformée de chevreuils dans le sud de la France

(Quéméré et al. 2015).

Une poursuite intéressante a I’étude menée ici pourrait étre de chercher a distinguer
quel type de force évolutive (e.g. tests pour détecter I’action de la sélection naturelle, voir
Quéméré et al. 2015 pour un exemple) a permis d’aboutir au patron observé au CE.
Parallelement, en comparant la diversité génétique au DRBI de la population d’étude a
d’autres populations, nous pourrions déterminer si la dérive génétique a pris le pas sur la
sélection. Enfin, en étudiant le cortége parasitaire et en génotypant des individus des
populations sources du CE au géne du DRBI1 (e.g. Cadarache, Chambord), nous pourrions
voir si les alleéles présents dans les différentes populations sont les mémes et donc si la
diversité génétique observée a bien été déterminée par I’histoire de la population, ou bien par
des pressions de sélection propres aux conditions que les individus ont rencontré aprés leur

introduction (e.g. différences dans le cortége parasitaire).

Un autre point intéressant a soulever ici est que, dans le présent manuscrit, nous
n’avons ¢étudié la résistance face aux parasites que chez les femelles mouflons. Cependant, il
pourrait exister des différences de résistance au parasitisme entre les sexes. Notamment,
males et femelles n’ont pas les mémes comportements, cela pourrait conduire a des
différences de taux de parasitisme en modulant les contacts entre individus et entre hotes et
parasites (Altizer et al. 2011, van Schaik & Kerth 2017). Le développement des caracteres
sexuels secondaires (en lien avec la testostérone, voir Chapitre 1) pourrait également étre a
I’origine de différences de résistance entre les sexes. Il serait intéressant de mesurer si a
potentiel génétique égal (e.g. individus porteurs des mémes alleles ou ayant la méme
hétérozygotie), de telles différences existent entre sexes. Par ailleurs, une autre piste serait de
comparer les taux de parasites entre males (ou femelles non reproductrices) et femelles
reproductrices pendant le printemps. Cela permettrait de déterminer si, pendant le spring-rise

et le périparturient-rise (augmentation des taux de strongles digestifs en raison de la sortie
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d’hypobiose et de la baisse d’immunité induite par la mise bas qui a lieu au printemps, voir
Chapitre 4), les femelles porteuses d’une diversité génétique favorisant la résistance sont
toujours avantagées, ou si la baisse d’immunité remet toutes les femelles au méme niveau de

sensibilité¢, gommant ’avantage génétique.

Lors de la création de ce projet de thése, I’un des éléments sur lequel nous souhaitions
travailler était I'impact de la chasse sélective sur la population de mouflons du CE,
notamment en termes de structure génétique, de réceptivité aux agents pathogenes et de
transmission de ces derniers. N’ayant pas encore eu I’opportunité de réaliser ces travaux, ils
constituent I’une des perspectives de cette thése. Cette partie a pour but de détailler pourquoi

de telles études peuvent étre importantes et intéressantes.

4.1. Effets de la chasse sur la résistance face aux parasites

La chasse sélective, qui consiste a prélever des individus ciblés car ils exhibent un trait
phénotypique particulier (e.g. chasse aux trophées chez le mouflon, les sangliers, les cerfs),
peut avoir d’importantes conséquences pour la dynamique (e.g. Langvatn & Loison 1999,
Milner et al. 2007) et I’évolution des populations (Allendorf & Hard 2009, Darimont et al.
2009) et des écosystemes (Palkovacs et al. 2018). A terme cela peut aboutir a des
effondrements de populations, les mettant en danger d’extinction (e.g. antilope saiga, Saiga
tatarica, Milner-Gulland et al. 2001). Bien que la chasse soit souvent considérée comme une
stratégie de contrdle des agents pathogeénes, dans certains cas, les prélévements peuvent
favoriser leur prévalence (e.g. Donnelly et al. 2003, Choisy & Rohani 2006). Par exemple, en
impactant le comportement des individus, et notamment leurs mouvements (e.g. Bechet et al.
2003, Cleveland et al. 2012, Leclerc et al. 2017), la chasse peut modifier la structure sociale,
les flux de genes, les contacts entre individus et donc la transmission des parasites (Donnelly
et al. 2003, Qviller et al. 2016). Par ailleurs, en modifiant la dynamique des populations et les
effectifs, la chasse peut également impacter la diversit¢ génétique (Harris et al. 2002,

Allendorf et al. 2008, voir Chapitre 1) et donc la résistance face aux parasites.

Un autre mécanisme peut étre en lien avec les changements morphologiques que peut
induire la chasse dans les populations. Chez 1’¢léphant, par exemple, la taille des défenses
diminue sous la pression du braconnage (Chiyo et al. 2015). Une diminution de la qualité des
trophées et de la masse corporelle a également été mise en évidence chez les mouflons

Méditerranéens (Garel et al. 2007), de Stone (Ovis dalli stonei, Douhard et al. 2016) et
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d’Amérique (Coltman et al. 2003b, Pigeon et al. 2016) en réponse a la chasse sélective™.
Chez les ongulés, les trophées sont des caractéres sexuels secondaires (Darwin 1871,
Andersson 1994) et sont associés au succes reproducteur (e.g. Coltman et al. 2002, Preston et
al. 2003). Cette association peut étre due a I’avantage que conferent les trophées (1) lors de la
compétition intra-sexuelle déterminant 1’acces a la reproduction, (ii) lors du choix du
partenaire par les femelles, les trophées représentant un signal honnéte de la qualité des males
(Vanpé et al. 2007, Malo et al. 2005). En effet, d’apres la théorie du handicap (Zahavi 1975,
Zahavi & Zahavi 1997, Grafen 1990), les caractéres sexuels secondaires étant coliteux a
produire et & maintenir, ils renseignent sur la qualité des individus car seuls les individus de
bonne qualité sont capables de produire, et de survivre avec ces caractéristiques coliteuses. La
théorie de la sélection sexuelle conditionnée par les parasites, une variante de la théorie du
handicap (Hamilton & Zuk 1982), prédit quant a elle que les males qui ont des geénes associés
a une meilleure résistance face aux parasites auront des caractéres sexuels secondaires de
meilleure qualité : leurs « bons geénes » leur permettant d’étre moins parasités et/ou de mieux

compenser les infections et donc d’allouer plus d’énergie au développement de ces caracteres.

Plusieurs études ont ainsi mis en évidence un lien entre caractéres sexuels secondaires
et charge parasitaire dans divers taxons (e.g. oiseaux, Costa & Machedo 2005, Dunn et al.
2012, mammiferes, Ezenwa & Jolles 2008, insectes, Demuth et al. 2012). Ce lien peut
notamment étre expliqué par la diversité génétique au CMH. Par exemple, chez le cerf de
virginie, Ditchkoff et al. (2001) ont montré que 1’exon 2 du DRB était li¢ au développement
des bois et que le développement des bois était négativement corrélé avec 1’abondance en
nématodes gastro-intestinaux. Par la suite, Ditchkoff et al. (2005) ont mis en évidence que le
DRB était également li¢ a la résistance face aux parasites, les individus porteurs d’alléles issus
de lignées phylogénétiques différentes ayant les scores de trophées les plus élevés et étant
moins parasités que d’autres. Chez le bouquetin des Alpes (Capra ibex), Von Hardenberg et
al. (2007) et Brambilla et al. (2015) ont mis en évidence que la relation entre croissance des
cornes et hétérozygotie était expliquée par la charge parasitaire. Une explication a cette
relation peut étre que les individus ayant une hétérozygotie faible présentent une charge
parasitaire plus importante, et ne peuvent pas investir autant d’énergie dans la croissance des
caracteres sexuels secondaires que les individus plus hétérozygotes. Ainsi, si le

développement des trophées est li¢ a des génes de résistance face aux pathogénes, et que la

¥ 11 faut noter ici que les effets de la chasse sur les caractéristiques morphologiques sont modulés par différents
¢léments tels que ’intensité de la pression de chasse (e.g. Douhard et al. 2016) ou encore la méthode de chasse
(e.g. Martinez et al. 2005). D’autres ¢léments peuvent également impacter la qualité des trophées comme
I’environnement dans lequel évoluent les individus ou encore la densité des populations (e.g. Mysterud et al.
2005, Schmidt et al. 2007, Garel et al. 2007, Pigeon et al. 2016, Festa-Bianchet 2017, Douhard et al. 2017,
Monteith et al. 2018)
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chasse contre-sélectionne les trophées bien développés dans les populations, alors la chasse

peut contre-sélectionner la résistance face aux parasites en éliminant les alléles concernés.

Chez le mouflon Méditerranéen, la chasse est connue comme ayant des conséquences
phénotypiques (condition corporelle et trophées, Garel et al. 2007) et comportementales
(augmentation de la vigilance, Benoist et al. 2013, rythme d’activité Marchand et al. 2014b).
Nous avons également mis en évidence que la résistance face aux strongles intestinaux était
liée a la diversité génétique neutre et au DRB1 chez les femelles (Article 3). Nous n’avons pas
pu réaliser cette étude chez les males en raison d’un manque de données. Une poursuite
intéressante serait donc d’obtenir des données supplémentaires pour les males afin de voir si,
comme chez les femelles, la résistance est liée a la diversité génétique, et si elle est aussi lie
a la qualité des trophées. Si tel était le cas, alors I’'une des conséquences possibles de la chasse

pourrait étre de contre-sélectionner la résistance face aux parasites dans la population.

4.2. Effets de la chasse sur la structure génétique

En plus des effets potentiels sur la résistance face aux parasites, la chasse pourrait
avoir des conséquences sur la structure génétique de la population de mouflons du CE. En
impactant la sélection d’habitat (Marchand et al. 2015b) qui détermine les flux de genes
(Article 1), la chasse peut impacter la structure génétique. Par ailleurs, le dérangement induit
par les chasseurs (chasse des mouflons, mais aussi des sangliers) peut modifier les
mouvements des individus (voir ci-dessus). Bien qu’actuellement les flux de génes assurés
par les males ne semblent pas étre restreints (Articles 1 et 2), si la pression de chasse était
modifiée, cela pourrait impacter la structure génétique (Harris et al. 2002). Enfin, dans les
parties précédentes nous avons abordé la notion de colts des déplacements dans la matrice
paysagere. Nous n’avons pas mis en évidence d’effet des différentes structures paysageres
testées sur les flux de génes chez les males (Article 2). Cependant, nous n’avons pas pris en
compte le colit supplémentaire que peut représenter la chasse lors de la dispersion (e.g.
Devillard & Bray 2009) dans nos mod¢les. Par exemple, la pression de capture imposée aux
fouines (Martes foina) est I'un des éléments déterminant les flux de geénes chez les males, en

plus du paysage (Larroque et al. 2016b).

Dans le CE, bien que le plan de chasse soit équilibré entre les sexes (Chapitre 5), les
méthodes de chasse different (battues pour les femelles, approche pour les males, Garel et al.
2005b, 2007) et les pressions de chasse différentes sur les deux sexes ont été envisagées
comme responsables des différences comportementales observées dans cette population

(Benoist et al. 2013, Marchand et al. 2014b, 2015b). Il est donc envisageable que la chasse ait
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un effet plus fort que celui du paysage chez les males. Nous pourrions envisager d’appliquer
une approche similaire a celle déployée dans Larroque et al. (2016b) et extrapoler, a partir des
localisations des individus abattus a la chasse, une valeur de coft liée a la chasse pour chaque
pixel d’une carte de résistance. En suivant la procédure appliquée jusqu’ici en génétique du
paysage, nous pourrions déterminer si la chasse impacte ou non les flux de genes des
individus dans le massif du CE. Afin de mettre en place ce type d’approche, il faudrait
disposer de plus de données pour les males (e.g. utilisation des données acquises par les

chasseurs) afin de ne pas rencontrer de problémes de puissance statistique (voir Article 2).
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Résumé

En utilisant comme cas d’étude le mouflon Méditerranéen (Ovis gmelini musimon x Ovis sp.), les
objectifs de cette these étaient de mieux comprendre comment sont liés diversité génétique, comportement
des individus, flux de genes et dynamique parasitaire. Au travers d’approches de génétique des
populations et de génétique du paysage, nous avons pu mettre en évidence que la structure génétique
spatiale de la population étudiée était impactée par son histoire d’introduction, sa structure socio-spatiale et
le paysage dans lequel elle évolue. Etant donné I’'impact de ces divers éléments sur les flux de geénes des
mouflons, nous nous attendions a ce qu’ils déterminent également les flux de parasites dans la population.
Nos résultats ont, au contraire, révélé que les parasites circulent mieux que les génes de mouflons dans la
population. Enfin, nous avons montré que les capacités de résistance des hotes face a leurs parasites
dépendaient de la diversité génétique neutre et adaptative, notamment de 1’hétérozygotie d’un gene li¢ a
I’immunité. Les résultats de ce travail décrivent avec précision la distribution de la variabilité génétique et
son lien avec les risques sanitaires dans la population d’étude, apportant ainsi des informations cruciales
pour la mise en place de stratégies de gestion et de conservation des populations de mouflons dans le

contexte actuel de changements globaux et de réémergences de maladies.

Mots clefs: Génétique des populations, Génétique du paysage, Immunocompétence, Ongulés sauvages,

Parasitisme

Abstract

Using as a case study the Mediterranean mouflon (Ovis gmelini musimon % Ovis sp.), we aimed at
better understanding how are linked genetic diversity, individual behaviour, gene flows and parasitic
dynamic. Using population and landscape genetics approaches, we showed that the spatial genetic
structure of the studied population was determined by its introduction history, its socio-spatial structure
and the landscape in which it evolves. Given the impact of these elements on mouflon gene flow, we
expected them to also determine parasite transmission in the population. Our results nevertheless
evidenced that parasite are better dispersed than mouflon genes. Finally, we showed that host resistance to
parasites depends on neutral and adaptive genetic diversity, and more specifically on heterozygosity at a
immunity-linked locus. Our results precisely describe genetic variability spatial distribution and its link
with sanitary risks in the studied population, bringing crucial information for wild sheep population

management and conservation in the current context of global changes and disease reemergence.

Keywords: Population genetics, Landscape genetics, Immunocompetence, Wild Ungulates, Parasitism
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