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All that is gold does not glither,

Not all those who wander are lost;

The old that is strong does not wither,
Deep roots are not reached by the frost.
From the ashes a fire shall be woken,

A light from the shadows shall spring ;
Renewed shall be blade that was broken,
The crownless again shall be king.

Bilbo, Son of Bungo, BAGGINS
In The Lord of The Rings - Book One
J.R.R. TOLKIEN
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RESUME

Les récentes avancées en Biologie Moléculaire ont entrainé également des avancées en Biologie
des Populations et de la Conservation. La mise au point de la Polymerase Chain Reaction (PCR)
a ainsi permis d’utiliser des échantillons ne contenant qu’une trés faible quantité d’ADN. On peut
désormais récolter des féces ou des poils pour en extraire de ’ADN et pouvoir typer génétiquement
les échantillons grace, par exemple, & des marqueurs microsatellites. Cet échantillonnage non-
invasif constitue une stratégie intérressante pour étudier des populations ou des espéces discrétes,
rares ou en danger. Néanmoins, les faibles quantité et qualité de ’ADN associées aux inhibiteurs
de PCR peuvent entrainer des erreurs de génotypage et ainsi biaiser l'identification des individus.
Aussi, des mises au point et des optimisations doivent étre menées avant de commencer une étude
a grande échelle.

Nous allons voir dans ce mémoire qu’il est possible d’optimiser 'utilisation des échantillons
non-invasifs et des microsatellites. Ceci sera réalisé autour des trois grandes étapes d’une étude :
I’échantillonnage, le génotypage et I'analyse des données. A chacune de ces étapes, des articles
seront présentés. Nous aborderons ainsi :

e lutilité de I’échantillonnage non-invasif pour étudier la colonisation du loup (Canis lupus)

en France et en Suisse,

e la mise au point de 'extraction d’ADN & partir d’urine récoltée dans la neige,

e le développement d’un logiciel permettant de déterminer la stratégie d’une étude de popu-

lation basée sur 'identification individuelle,

e lutilité de la répétition des amplifications PCR pour chaque échantillon et locus (approche

multitubes) pour confirmer les génotypes (application avec le logiciel sus-cité),

e un exemple de I'utilisation du logiciel sus-cité sur un jeu de données réelles,

e une comparaison (basée sur des simulations avec le logiciel sus-cité) des méthodes d’esti-

mation de la taille de population,

e le développement d’'un logiciel d’analyse des données d’identification individuelle.

Mots-clés: Echantillonnage non-invasif, microsatellites, génotypage, erreurs, approche multi-
tubes, étude pilote.
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ABSTRACT

Recent advances in molecular biology has made possible advances in population and con-

servation biology. The developpment of the Polymerase Chain Reaction (PCR) has allowed the
use of samples containing small amount of (degraded) DNA. It is now possible to collect faeces or
hairs, extract DNA and then to genetically type samples using, for example, microsatellite mark-
ers. Such noninvasive genetic sampling becomes an interesting strategy to study populations for
elusive, discrete or endangered species. Nevertheless, low DNA quantity and quality, associated
with PCR inhibitors can cause genotyping errors and thus can lead to bias in the individual
identification. Optimization must be conducted before proceeding to a large scale study.

In this thesis, we will explore the possibility of developing of noninvasive sampling and mi-
crosatellites markers. The ideas will be discussed around the three main stages of a study :
sampling, genotyping and analysis of data. We will see :

the usefullness of the noninvasive sampling for studying the colonization of France and
Switzerland by wolf (Canis lupus),

the developpement of DNA extraction from urine samples collected in the field,

the developpement of a software for determining the optimal strategy for a population
study,

the usefullness of the PCR replications to confirm genotype for each sample and locus,
an example of the use of the software with a real dataset,

a simulation-based comparison of methods for estimating population size,

the developpement of a software to analyse individual identification data.

Keywords: noninvasive sampling, microsatellites, genotyping, errors, multitubes approach, pilot

study.
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Introduction Générale

La conservation des espéces et des espaces sauvages a connu un regain d’intérét avec le
développement de la biologie de la conservation dans les années 80. La biologie de la conservation
(SOULE 1985) a permis de cadrer les théories et les techniques disponibles pour le maintien et la
réhabilitation des sites naturels ou des espéces et de les intégrer aux activités humaines.

De grands débats se sont élevés sur la taille des réserves (voir SIMBERLOFF 1988), sur les ef-
fectifs de populations & maintenir (e.g. SOULE 1980, FRANKLIN 1980), sur l'unité biologique sur
laquelle faire agir les moyens de conservation (voir par exemple CROZIER 1992, AvISE 1989, Bo-
WEN 1999, DIMMICK et al. 1999, RoJAs 1992, WOODRUFF 1989) et de nombreuses disciplines
ont participé aux avancées de la biologie de la conservation afin de déterminer le fonctionnement
de certaines populations pour mieux les protéger.

Certains de ces points n’auraient pu étre possibles sans 'apport des outils moléculaires et
de la génétique (HAIG 1998). La génétique met a la disposition de la biologie de la conservation
de nombreuses techniques qui permettent ainsi de pouvoir répondre & de multiples questions
comme celle du fonctionnement des populations (HUGHES 1998). Pour pouvoir appréhender ces
questions, un outil moléculaire doit étre utilisable & plusieurs échelles biologiques, étre suffisam-
ment variable, facile & mettre en oeuvre et applicable & partir d’échantillons divers (MCDONALD
et PorTs 1997, POwELL 1994). C’est le cas notamment des microsatellites (BEAUMONT et
BRUFORD 1998, BALDING 1998). Ces marqueurs, largement utilisés dans la littérature, ont la
particularité d’étre amplifiés par PCR, (Polymerase Chain Reaction). Cette caractéristique leur
permet d’étre utilisés & partir d’échantillons tels que les féces, les poils ou autres échantillons
non-invasifs (e.g. MORIN et WOODRUFF 1996). Ces échantillons sont récoltés sur le terrain avec
un dérangement minimal des animaux ce qui autorise ’étude d’espéces ou de populations qu’il
n’est pas possible d’étudier par d’autres méthodes nécessitant la capture ou ’observation des in-
dividus. Ainsi, cette opportunité peut permettre d’avoir accés a des populations protégées, voire
en danger pour lesquelles le dérangement est proscrit (TABERLET et LUIKART 1999).

Néanmoins, si I'association des marqueurs microsatellites et des méthodes d’échantillonnage
non-invasif semblait prometteuse et révolutionnaire, il faut bien garder & I'esprit que les échan-
tillons en question ne contiennent qu’'une quantité limitée d’ADN souvent dégradé, associée & la
présence d’inhibiteurs de PCR, si bien que des erreurs de génotypage' (souvent stochastiques)
sont attendues (TABERLET et WAITS 1998). Dans ce cadre d’étude, il est nécessaire de définir
des points a optimiser et & améliorer afin de réduire et corriger ces erreurs (e.g. TABERLET et
LUIKART 1999).

Nous verrons dans la premiére partie de ce mémoire comment a émergé la biologie de la
conservation et ce que la génétique peut apporter a cette nouvelle discipline. Aprés une description

! caractérisation des loci microsatellites pour un échantillon
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des différentes méthodes a disposition, nous verrons aussi pourquoi les microsatellites semblent
étre si importants en biologie des populations et de la conservation par rapport aux autres
marqueurs génétiques.

Nous aborderons enfin 1’échantillonnage non-invasif en décrivant les procédés et leur utili-
sation et comment ce type d’échantillonnage peut étre utilisé en association avec la génétique.
Notamment, nous verrons les avantages mais surtout les inconvénients au niveau de ’amplifica-
tion d’ADN et du génotypage des microsatellites.

Dans une deuxiéme partie, nous verrons les points sur lesquels se concentrer pour pouvoir
améliorer 'utilisation des méthodes d’échantillonnage non-invasif et des microsatellites & diffé-
rents niveaux d’une étude génétique d’une population. C’est tout d’abord ’échantillonnage sur
le terrain, puis le génotypage et la correction des erreurs, et enfin ’analyse des données. L’en-
semble de ces points s’articuleront autour de sept articles publiés, soumis ou en préparation.
Nous nous attarderons enfin sur l'utilité d’une étude pilote permettant de tester ’approche dans
les conditions propres de I’étude.
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Chapitre 1. La biologie et la génétique de la conservation

1.1 LA BIOLOGIE DE LA CONSERVATION

Les enregistrements fossiles montrent que les diversités spécifique et écologique n’ont cessé
d’augmenter globalement depuis ’apparition de la vie il y 3,8 milliards d’années. Il existe en
fait une dynamique plus complexe dans I’évolution : des phases de spéciation et d’extinction se
succédent, si bien que 'on peut compter plusieurs extinctions de masse suivies chacune d’une
augmentation du nombre d’espéces.

Les extinctions et les déclins des espéces ou des populations peuvent étre le fruit de nombreux
facteurs. On reconnait aujourd’hui que les risques d’extinction sont dus & des interactions entre
des facteurs démographiques, environnementaux et génétiques particuliérement liés & la taille de
population (FIGURE 1.1; voir Annexe B ).

Facteurs stochastiques (e.g. variation Facteurs déterministes (e.g.
des parametres démographiques, successions écologiques, prédation,
catastrophes) destruction du milieu, surexploitation)

\/

- Diminution d'effectif

- Fragmentation du milieu

- Diminution des ressources

- Changement de régime de prédation

V

Population

de petit da,”a flansh ) (reprod, survie) SOnSanguinité Dérive génétique
effectif, émographiques (reprod, survie) " S (berte de variabilité)
fragmentée

et isolée

w
~— 7

l

DECLIN et
EXTINCTION

FIGURE 1.1 — Intégration des facteurs provoquant et accélérant l'extinction de populations. Certains fac-
teurs peuvent entrainer des diminutions d’effectif, la fragmentation du milieu, des changements de régimes
de prédation, la diminution des ressources. Ces facteurs peuvent provoquer la disparition directe de la po-
pulation, ou entrainer cette population dans une spirale (ou vortex GILPIN et SOULE 1986). L’effectif
de la population se réduit alors progressivement jusqu’a (éventuellement) l’extinction de la population.
Modifié d’aprés BARBAULT (1997, p.77) et FRANKHAM et al. (2002, p.32)

Si les causes naturelles semblent étre a ’origine du déclin et de I’extinction de certaines po-
pulations ou espeéces, les pertes d’espéces, au cours des derniers siécles, semblent étre provoquées
par l'apparition de la civilisation humaine et de 'agriculture (MOROWITZ 1991) et étre accélé-
rées par l'expansion démographique humaine (MOROWITZ 1991, SPELLENBERG 1992, p.3). Les
causes humaines sont la destruction et la dégradation directes de zones naturelles provoquant
la diminution de la biodiversité et la fragmentation des habitats, la surexploitation de popula-
tions animales ou végétales, la dégradation indirecte ou enfin I'introduction d’espéces exotiques
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qui entrent en compétition avec les espéces endémiques, ou s’en nourrissent (DIAMOND 1989,
WESTERN et al. 1989, SouULE 1991, EHRLICH et WILSON 1991, SPELLENBERG 1992, pp.3-
13, BARBAULT 1997). Tous ces facteurs ont provoqué et provoquent actuellement une « sixiéme
extinction » (LEAKEY et LEWIN 1995) dont le rythme et 'amplitude dépassent 'apparition de
nouvelles espéces par spéciation, ce qui entraine une réelle crise de la biodiversité .

Bien que ’homme puisse avoir des implications néfastes sur son environnement, il peut aussi
prendre conscience de son impact et agir contre la dégradation de la vie sauvage, aussi bien pour
des raisons éthiques (toute forme de vie a le droit d’exister et 'Homme n’a aucun droit de mort
sur une autre espéce, MYERS 1979), des raisons « esthétiques » (EHRLICH et WILSON 1991, la
nature est belle et il faut la conserver), des raisons matérialistes (voir par exemple SPELLEN-
BERG 1992, pp.13-20) car de nombreuses espéces végétales et animales fournissent des composés
ou des produits qui peuvent étre utilisés en médecine (e.g. médicaments, analgésiques, sédatifs,
antibiotiques, hormones, enzymes, stimulants), en agriculture (e.g. pour la nourriture) ou dans
Pindustrie (e.g. latex, résines, huiles essentielles).

Au Etats Unis, la conservation prend une forme cadrée et écologique au cours du 20° siécle
grace au développement de 1’écologie évolutive sous I'influence des écologistes et « conservation-
nistes » Paul B. SEARS (SEARS 1935) et Aldo LEOPOLD (LEOPOLD 1949). Leur vision, imprégnée
par 'idée d’équilibre, décrit la nature comme un ensemble de parties dynamiquement reliées entre
elles dans un systéme intégré (base de 'Ecologie?) qu’il faut protéger en conservant les caractéres
propres des écosystémes et de leur régulation naturelle. Mais ce n’est que récemment (dans les
années 1960-70) qu’une confluence sociale et scientifique incite les professionnels (biologistes, so-
ciologues, gestionnaires, administrateurs) a développer une nouvelle discipline de la biologie : la
biologie de la conservation . Cette confluence (SOULE 1986, 1987, BARBAULT 1997) était due a
(1) Vexplosion des théories et des données sur 1’écologie des communautés et de la biogéographie
insulaire, (i) la volonté de séparer la biologie « traditionnelle » (e.g. zoologie, botanique) de la
biologie moderne des populations (foresterie, pécherie ou gestion de la vie sauvage), (i71) une
tendance sociale des mouvements environnementalistes et enfin (7v) une prise de conscience de
la « crise de la biodiversité » (et notamment la responsabilité de 'homme dans cette crise).

SOULE (1987) identifie six grands roles des membres de la Society for Conservation Biology
(créée en 1986) et donc de la biologie de la conservation en général :

e La modélisation et ’analyse des processus biologiques & 1’échelle des populations, des com-
munautés, des écosystémes et de la planéte.

e L’inventaire et la détermination de la systématique des formes vivantes.

e Les tests d’hypothéses (expérimentations, travaux de terrain).

o Le développement et I’évaluation des interventions technologiques et de gestion pour main-
tenir et restaurer la diversité et les fonctions.

e La communication des résultats (notamment par le biais du journal Conservation Biology).

e L’intégration des connaissances aux activités humaines.

Pour tous ces roles, de nombreuses disciplines doivent coopérer, avec la participation de
nombreux acteurs : écologie, biogéographie, systématique, génétique, science de I’évolution, épi-
démiologie, sociobiologie, foresterie, pécherie, gestion, agronomie, médecine vétérinaire, écono-

2Le terme d’Ecologie fut introduit clairement par SEARS : « un écologiste est celui qui entre dans une forét ou
une prairie et qui ne voit pas simplement ce qu'ils sont, mais ce qu'il se passe a 'intérieur » (SEARS 1935, cité
dans STEBBINS 1992).
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mie, politique, ethnobiologie, anthropologie, éthique environnementale, paléontologie, climato-
logie, philosophie, océanographie, agences gouvernementales, organisations et associations non
gouvernementales (SOULE 1986, EHRENFELD 1987 ; SPELLENBERG 1992, p.24).

Le role principal de la biologie dans la conservation est de faire le lien entre les gestionnaires
et les scientifiques afin que cette coopération puisse identifier les problémes et fournir des prin-
cipes scientifiques a la conservation et des procédures de correction (WESTERN 1989). En reéaliteé,
et de fagon plus pragmatique, on peut définir deux grandes implications : (i) identifier les unités
biologiques qu’il faut conserver et déterminer les priorités et (i) apporter des informations pri-
mordiales sur les populations, les espéces et /ou les écosystémes pour choisir la meilleure stratégie.
Dans les derniéres années c’est le domaine de la génétique qui a connu le plus de développements.
Nous allons voir comment la génétique peut servir & la conservation, les différentes techniques et
leurs applications.

1.2 LA GENETIQUE DE LA CONSERVATION

La génétique de la conservation est l'application de la génétique pour préserver les espéces
comme des entités dynamiques capables d’adaptation aux changements d’environnement. Cela
regroupe la gestion génétique des petites populations, la résolution des incertitudes taxonomiques,
la définition d’unités de gestion & l'intérieur des espéces et l'utilisation des analyses génétiques
pour déceler le commerce illégal et le braconnage ou pour comprendre la biologie de ’espéce
(FRANKHAM et al. 2002, p.1).

La génétique de la conservation a permis d’apporter une contribution non négligeable a
la compréhension des mécanismes de déclin et d’extinction (voir Annexe B) et doit traiter 11
problémes principaux (FRANKHAM et al. 2002, p.9-10) :

e les effets délétéres dus & la consanguinité, sur la reproduction et la survie des individus des

populations,

e la perte de diversité génétique et de la capacité a évoluer dans un environnement changeant,

e la fragmentation des populations et la réduction du flux génique,
les processus aléatoires (dérive génétique) surpassant la sélection comme principal processus
évolutif,

Paccumulation et la perte (purge) des mutations déléteres,

I’adaptation génétique a la captivité et ses effets sur le succes de réintroduction,

la résolution d’incertitudes taxonomiques,

la définition d’unités de gestion & l'intérieur des espéces,

I'utilisation des analyses génétiques moléculaires dans les cas de braconnage et de commerce

illégal d’espéces,

e l'utilisation des analyses génétiques moléculaires pour comprendre les aspects importants
de la biologie de I’espéce

e les effets déléteéres sur la fitness qui apparaissent parfois (outbreeding depression).

Dans le présent mémoire, nous allons nous intéresser & certaines applications de la génétique
de la conservation, principalement grace a 'utilisation des microsatellites ou du séquencage de
I’ADN mitochondrial et des méthodes d’échantillonnage non-invasif. En effet, 1a mise au point de
Pamplification de ’ADN par PCR. (Polymerase Chain Reaction) et le développement paralléle de
nouveaux marqueurs moléculaires a permis des avancées non négligeables dans ces domaines et la
résolution de plusieurs points cités ci-dessus (voir FIGURE 1.2 et Annexe B) dont principalement :
e La détection de l’exploitation illégale d’espéces protégées : le braconnage et le commerce
d’individus d’espéces protégées représentent 'une des menaces les plus sérieuses pour la
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survie de ces espéces. L’utilisation des marqueurs moléculaires peut permettre de comparer
des échantillons prélevés lorsqu’il y a soupcon de braconnage ou de commerce illégal & partir
d’échantillons de référence (RUTH et FAIN 1993, MANEL et al. 2002). Cela a été le cas
pour le braconnage sur 'oryx (MARSHALL et al. 1999), le cas de détection de la présence
de produits dérivé du tigre Panthera tigris dans des médicaments chinois (HOLDEN 2000)
ou le cas de détermination de l'origine du caviar dans plusieurs lots commercialisés en
Amérique du Nord (BIRSTEIN et al. 1998). Une fraude dans une compétition de péche a
pu aussi étre détéctée (PRIMMER et al. 2000).

o L’analyse de la diversité génétique au sein des espéces et des populations et [’analyse de la
fragmentation génétique des populations et des flur géniques peuvent étre réalisées grace
a ’ADN mitochondrial (HARRISON 1989, PALUMBI et al. 1991, TABERLET et BOUVET
1994) ou a des marqueurs nucléaires (GOLDSTEIN et al. 1999 ; PAETKAU et al. 1995, 1998a,
1999 chez l'ours polaire Ursus maritimus ou 'ours brun).

e [’¢tude de la biologie de certaines populations : en biologie de la conservation de nombreux
paramétres de populations doivent étre déterminés pour pouvoir gérer et réagir au mieux
sur les populations menacées. Les paramétres démographiques (taux de survie, de fécondité,
taille de population) sont des paramétres de premier ordre pour pouvoir ajuster les moyens
de conservation (par exemple, d’ou vient le déclin d’une population : d’une augmentation
de mortalité ou d’une baisse de fécondité, ou les deux). Le comportement apporte aussi
une contribution importante a la biologie de la conservation (voir SUTHERLAND 1998). En
effet les comportements sociaux, la territorialité, les patrons de dispersion, les mouvements
d’individus, les liens de parenté et les patrons de reproduction sont des informations néces-
saires afin d’étudier les processus d’adaptation dans différentes conditions écologiques et
donc d’adapter les moyens de conservation & chaque populations. La description des modes
de reproduction peut étre appréhendée par la génétique (voir HUGHES 1998). La génétique
a permis aussi d’étudier certains aspects des populations qui ne pouvaient étre étudiés avec
les méthodes classiques d’observation. On a pu se rendre compte, par exemple, en utilisant
les marqueurs génétiques, que certaines espéces « socialement » monogames ne ’étaient pas
génétiquement du fait de D'existence de fertilisations hors couple (WESTNEAT et WEBS-
TER 1994). La détermination des parentés et des paternités ainsi que du sexe des individus
sont autant d’informations capitales en conservation, pour I’établissement de pedigrés de
populations captives ou pour les programmes de réintroduction (voir par exemple MAR-
SHALL et al. 1999 chez Uoryx Oryzx leucoryz ; TABERLET et al. 1993 chez 'ours brun Ursus
arctos). La démographie, notamment la taille de population, passée et présente constitue
également une information précieuse (voir SCHWARTZ et al. 1998, GOLDSTEIN et al. 1999,
WAITS et LEBERG 1999) pour connaitre le statut précis d’une population avant ou apres
une intervention de conservation.

1.3 LES MARQUEURS GENETIQUES : DESCRIPTION ET APPLICA-
TIONS

La génétique a connu ces derniéres années de nouveaux développements. Ces développements,
notamment liés & la mise au point de la réaction d’amplification de PADN (la Polymerase Chain
Reaction) a permis de nombreuses applications. Dans cette partie, nous allons d’abord décrire
succinctement les différentes techniques disponibles et plus particuliérement les marqueurs mi-
crosatellites. Ensuite nous verrons comment ces outils génétiques peuvent étre utilisés en biologie
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FIGURE 1.2 — Diagrammes des problématiques posées en génétique de la conservation. D’aprés FRANKHAM
et al. (2002), p.17.
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des populations et de la conservation et les avantages fournis par les microsatellites.

1.3.1 Présentation des outils

Les principaux outils moléculaires (voir tableau récapitulatif 1.1, p.21) utilisés en biologie
des populations et de la conservation sont : les allozymes, le séquengage, les SSCP, les RFLP (et
PCR-RFLP), les RAPD, les AFLP, et les VNTR. Une technique supplémentaire sera décrite car
elle a considérablement fait évoluer et développer les autres techniques : la Polymerase Chain
Reaction (ou PCR).

1.3.1.1 Les allozymes

Le terme d’allozyme référe aux différentes formes alléliques de protéines. Ces diffé-
rents allozymes peuvent étre révélés sur des gels d’électrophorése en faisant migrer les protéines
dans un champ électrique (voir par exemple HOELZEL et DOVER 1991, MAyY 1992). La sépara-
tion des variants protéiques (dépendant de leur charge électrique et de leur poids moléculaire)
pour plusieurs individus conduit & classer ceux-ci en homozygotes et hétérozygotes a chaque
locus (protéines) étudié. Cette méthode est considérée comme simple, rapide et peu chére.
La technique requiert la préparation des échantillons (passage dans un tampon) afin d’extraire
les protéines sans perdre leur activité. Il suffit ensuite d’appliquer les protéines extraites sur un
gel d’électrophorése pour en séparer les variants. Les principales limitations des allozymes est
qu’ils ne présentent souvent pas assez de variabilité pour différencier des populations ou des
espéces a cause des contraintes sélectives sur I’évolution des protéines. Dans certains cas, méme
des espéces largement séparées et différentes morphologiquement peuvent étre monomorphes a
plusieurs loci allozymiques (voir PARKER. et al. 1998). Les contraintes sélectives sur les protéines
étudiées peuvent ainsi limiter I'utilisation de certaines méthodes statistiques mais aussi créer
un patron de variation reflétant les conditions écologiques de I'espéce ne reflétant pas les rela-
tions phylogénétiques existant entre les populations (par exemple une protéine qui influence la
tolérance & la température peut avoir un patron de variation géographique par clines).

1.3.1.2 La PCR (Polymerase Chain Reaction)

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une réaction in vitro (SAIKI et al. 1988) basée sur
le principe de la duplication de 'ADN dans les cellules. Elle permet d’amplifier le nombre de
copies d’ADN grace a l'utilisation d’une enzyme, ’ADN polymérase. La PCR a constitué une
petite révolution en biologie moléculaire en permettant de travailler sur des quantités d’ADN
importantes et en favorisant le développement de certaines méthodes d’analyse de PADN (voir
plus loin). La PCR se décompose en plusieurs cycles de trois phases correspondant a des
températures de travail différentes (voir FIGURE 1.3). A chaque cycle, chaque molécule d’ADN
est dupliquée en deux molécules identiques entre elles et identiques & la molécule de départ
(en théorie...). L’amplification lors d’une réaction PCR est exponentielle mais le rendement de la
réaction diminue au cours des cycles et la courbe d’amplification est plutot sigmoide. Néanmoins,
a partir d’'une molécule d’ADN de départ, on arrive facilement & des millions de copies & la fin
de la réaction.

Au cours de ces trois phases, ’ADN est dénaturé, des oligonucléotides (spécifiques de la zone
a amplifier) sont hybridés a ’ADN cible afin d’amorcer la réaction, ces amorces sont allongées
pour permettre la synthése & I'identique des fragments parents par la complémentarité des bases.
La PCR nécessite donc la présence de dinucléotides (ANTP), de différents sels et de MgCly (pour
catalyser la réaction) et de I’ADN polymeérase. Jusque dans les années 80, ’enzyme utilisée était
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1 molécule d'ADN 2 . ¥ ¥
double brin A ADN simple brin
Rl —— 95°C
5 I 3 5 — 3
+
4 s |
morces [
Hybridation
2 molécules 40-60°¢
d’ADN double brin

i —

¥ — 5 5 3

o3 Elongation

" S , —
| ——

Bl m—

(Taq polymerase + dNTP)

FIGURE 1.8 — Schéma d’un cycle de PCR illustrant les trois phases : dénaturation, hybridation et élon-
gation. A partir d’une molécule d’ADN en début de cycle, on obtient, en fin de cycle, deux molécules
d’ADN, identiques entre elles et avec la molécule de départ.

le fragment de Klenow de FEscherischia coli, qui présentait le désavantage d’étre inactivé par la
chaleur ce qui imposait de rajouter de ’enzyme a chaque cycle de la réaction. La découverte d’une
polymérase thermostable, la Taq polymerase, isolée a partir de Thermus aquaticus, a nettement
amélioré les conditions et les performances de la réaction, car cette polymérase pouvait étre
injectée en début de réaction et restait active jusqu’a la fin de la PCR (MULLIS et FALOONA
1987).

1.3.1.3 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

La technique RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) a été la premiére ba-
sée sur ’ADN, utilisée en biologie des populations. La technique RFLP repose sur 'utilisation
d’enzymes de restriction capables de couper ’ADN en des sites précis (appelés sites de res-
triction, déterminés par une séquence de quelques paires de bases) produisant ainsi des fragments
de tailles différentes quand des mutations ont créé ou modifié ces sites de restriction (voir FI1-
GURE 1.4). Les fragments sont visualisés par hybridation Southern Blot ou directement sur un
gel d’électrophorése (marquage par bromure d’éthidium), cette derniére étant plus avantageuse
car I’hybridation requiert le développement de sondes qui sont souvent particuliéres a une espéce
(WESTNEAT et WEBSTER 1994).

Une version plus efficace de cette technique est la PCR-RFLP qui utilise la PCR pour am-
plifier des fragments spécifiques du génome. La PCR-RFLP permet I'application de la méthode
RFLP sur des plus petites quantités d’ADN initial et de sélectionner I'information génétique (par
exemple 'ADNmt) sur lequel s’appliquera la méthode.

1.3.1.4 Séquencage d’ADN

Le séquencage d’ADN consiste en la détermination de la succession des bases consti-
tuant ’ADN d’une partie du génome. Le séquengage est ’outil de prédilection pour la compré-
hension de I’évolution moléculaire et il est utilisé de fagon importante pour la construction de
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FIGURE 1./ — Principe des RFLP. Les sites de restriction de l'enzyme utilisés sont différents entre les
deuz brins d’ADN. La migration des brins générés par le découpage de I’ADN par l'enzyme donne, sur
un gel, les résultats présentés a droite.

phylogénies entre espéces. La détermination des séquences d’ADN est réalisée maintenant « en
routine » grace a des réactions de PCR. Pour cela, on utilise un type de PCR particulier au
cours de laquelle des didéoxynucléotides marqués (ddNTP) sont utilisés en plus des dinucléotides
(ANTP). Ces dANTP sont des ANTP modifiés pour arréter I’élongation des fragments synthéti-
sés (SANGER et al. 1977). Ainsi au cours de la réaction, seuls les fragments se terminant par le
nucléotide associé au dANTP (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) présent dans la réaction seront
révélés (voir FIGURE 1.5). Jusqu’a récemment, le séquengage nécessitait ’emploi de composés
radioactifs et de plusieurs réactions afin d’obtenir la séquence d’ADN en quatre pistes sur un
gel (une piste par base : A, T, G, C; voir par exemple HOELZEL et DOVER 1991, p.27). Au-
jourd’hui les dANTP sont marqués par fluorescence (plusieurs couleurs) et on peut associer un
ddNTP (donc une base) & une couleur. Une seule réaction de PCR est donc nécessaire et une
séquence peut étre lue sur une seule piste de séquenceur automatique (avec une couleur par base,
la succession des couleurs correspondant a la succession des bases sur le brin d’ADN).

1.3.1.5 SSCP (Single-Strand Confirmational Polymorphism) et MHC (Major Histocom-
patibility complex)

La méthode SSCP (Single-Strand Confirmational Polymorphism) est une méthode de dé-
tection des mutations ponctuelles ou des insertions/délétions, qui peut (parmi d’autres
techniques ; voir par exemple SCOTT et STRAUSS 2000) remplacer le séquengage complet d’une
région du génome. Cette technique est basée sur la conformation tridimensionnelle des
fragments d’ADN simple-brin. Le principe général (voir FIGURE 1.6; ORITA et al. 1989)
est de faire migrer des fragments d’ADN, chimiquement dénaturés (séparation des brins complé-
mentaires), sur un gel non dénaturant (pour ne pas altérer la configuration tridimensionnelle des
brins). La séquence des fragments simples brins déterminent la charge et la structure secondaire
(conformation tridimensionnelle) et ces fragments peuvent étre séparés par migration sur gel.
Une PCR peut étre réalisée avant cette migration pour marquer les brins et pour amplifier une
seule zone du génome. Cette technique peut détecter au-dela de 80% des mutations ponctuelles
(ScoTT et STRAUSS 2000) et de nombreuses modifications et variantes ont été utilisées pour
accroitre la sensibilité des SSCP.

Dans le domaine de la conservation, la méthode SSCP est souvent associée & 'analyse du
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FIGURE 1.5 — Principe du séquencage basé sur la réaction de Sanger. Ici, l'utilisation de quatre marquages
fluorescents permet de séquencer un fragment en une seule piste. En bas et 4 gauche, un image d’un gel
de séquence (logiciel GENESCAN, APPLIED BIOsYSTEMS PERKIN ELMER) ou une piste (ligne verticale
de couleur) correspond a une séquence.

MHC (Major histocompatibility Complez ; voir par exemple GUTIERREZ-ESPELETA et al. 1999,
HEDRICK et al. 2000a, b, GUTIERREZ-ESPELETA et al. 2001, HEDRICK et al. 2001a, b). Le
MHC est un des systémes génétiques les plus importants pour la résistance aux maladies infec-
tieuses chez les vertébrés (HEDRICK et al. 2000a). O’BRIEN et EVERMANN (1988) ont suggérée
que les populations avec une faible diversité du MHC peuvent étre particuliérement vulnérables
aux maladies infectieuses (mais cette relation n’est pas forcément universelle, voir par exemple
GUTIERREZ-ESPELETA et al. 2001). Les maladies peuvent étre en outre responsables de 'ex-
tinction de certaines populations ou espéces (voir par exemple WOODROFFE 1999), surtout en
tant que facteur terminal (CAUGHLEY et GUNN 1996, p.266). Il est donc important d’analyser
la variabilité génétique du MHC pour appréhender la vulnérabilité des populations.

1.3.1.6 RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)

Les marqueurs RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) sont basés sur 'amplification
de fragments d’ADN par PCR en utilisant des amorces aléatoires. Le polymorphisme
provient de la différence entre les sites d’hybridation des amorces entre les échantillons analy-
sés. Il en résulte un patron de bandes séparées par électrophorése, différent entre individus par
la présence/absence de produits d’amplification. Cette technique est trés simple & mettre en
oeuvre puisque aucune connaissance préalable sur le génome n’est requise. En revanche, la diffi-
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FIGURE 1.6 — Schéma général de la méthode de détection du polymorphisme de conformation simple brin
(SSCP) avec en comparaison la migration des doubles brins pour les mémes fragments d’ADN.

culté de reproductibilité des résultats (PEREZ et al. 1998) et les possibles artefacts (dus a la
faible longueur des fragments produits, PARKER et al. 1998) semblent étre de sérieuses limites
aux marqueurs RAPD. Cette méthode a été beaucoup utilisée chez les végétaux et semble étre
d’application limitée surtout pour les assignations et les exclusions de paternité (PARKER et al.
1998).

1.3.1.6.1 AFLP (Amplified Fragments Lengh Polymorphism)

Le principe des marqueurs AFLP (Amplified Fragments Lengh Polymorphism, acronyme
voulant se rapprocher de RFLP; VOS et al. 1995) est d’amplifier des fragments d’ADN de
restriction. L’ADN génomique est découpé par deux enzymes de restriction (un enzyme a site
fréquent, 'autre a site rare). Aprés ligation d’adaptateurs complémentaires des césures des sites
de restriction, les fragments sont amplifiés grace a 'utilisation d’amorces complémentaires des
adaptateurs (voir FIGURE 1.7). Les amplifications sont sélectives dans le sens o1, en ajoutant des
nucléotides au bout de 'amorce complémentaire des sites de restriction, seuls certains fragments
sont amplifiés ce qui réduit la complexité des patrons de polymorphisme révélés sur gel d’acry-
lamide. La premiére amplification est appelée pré-sélective et réduit le nombre de fragments par
16 (un nucléotide est ajouté aux deux amorces). La seconde amplification est dite sélective et
réduit le nombre de fragments par 256 (trois nucléotides sont ajoutés aux deux amorces). Les
principaux avantages des AFLP est que leur mise au point ne nécessite aucune connaissance
préalable sur le génome, qu’elle s’applique a tout le génome (et non une seule région), et
qu’il est possible de produire un trés grand nombre de loci (jusqu’a 50 & 200 loci par expérience ;
Vos et al. 1995, BLEARS et al. 1998). Si on peut appliquer les AFLP sur de petites quantité
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FIGURE 1.7 — Principe de I’AFLP montrant les quatre étapes de la méthode : (1) Digestion (deuz enzymes
de restriction), (2) Ligation (ADN ligase) des adaptateurs spécifiques auz sites de restriction, (3) PCR
pré-sélective et (4) PCR sélective.

d’ADN (BLEARS et al. 1998, MUELLER et WOLFENBARGER 1999), il est néanmoins nécessaire
d’obtenir de 'ADN de trés bonne qualité (BLEARS et al. 1998, mais voir MUELLER et WOL-
FENBARGER 1999). Il faut aussi savoir que contrairement aux RAPD, la technique AFLP est trés
reproductible (JONES et al. 1998a), mais cette reproductibilité reste limitée par I'interprétation
des bandes et I'influence de la préparation de ’ADN génomique (ROBINSON et HARRIS 1999).

1.3.1.7 VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)

Les VNTR. (Variable Number of Tandem Repeats) sont des éléments répétés, de tailles
variables, distribués aléatoirement au sein du génome de nombreux organismes et qui n’ont
apparemment pas de fonction biologique connue ? La variabilité de tels marqueurs provient du
nombre de répétitions de chaque motif. La taille des motifs répétés est aussi variable ce qui permet
de différencier arbitrairement trois types de classes : les minisatellites et les microsatellites*. On
définit les généralement minisatellites par des motifs supérieurs & 10 paires de bases (JEFFREYS
et al. 1985, QUELLER et al. 1993, ASHLEY et Dow 1994, CHAMBERS et MACAvVOY 2000)
voire 15 paires de bases (BRUFORD et al. 1992), et dont le nombre de répétitions est variable
entre les individus. Les minisatellites semblent évoluer & des taux de mutations de 103-10"2 par
génération. Cette variabilité serait principalement due & la recombinaison inégale (crossing over
inégal ; PARKER et al. 1998). Le haut taux d’évolution (donc le grand nombre potentiel de
répétitions) et les motifs plus longs des minisatellites impliquent que ceux-ci ne peuvent étre
amplifiés par PCR (fragments a amplifier trop longs). Les minisatellites doivent étre transférés
sur membrane (d’ott une perte potentielle d’ADN) et hybridés avec une ou plusieurs sondes
marquées avant de migrer sur gel (voir FIGURE 1.8).

311 existe des cas ot linsertion d’un certain nombre de motifs dans des zones particuliéres peut provoquer
des maladies (LUBJUHN et al. 1994) et ou l'instabilité du nombre de motifs est liée a ’apparition de cancer (voir
MAEHARA et al. 2001).

*le troisiéme type de VNTR sont les satellites, voir CHAMBERS et MACAvoy 2000
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FIGURE 1.8 — Principe des marqueurs minisatellites. (a) représentation schématique de la procédure de la
révélation du polymorphisme des minisatellites. (b) autoradiogramme montrant les bandes révélées pour
une sonde appliquée chez 11 hommes (d’aprés JEFFREYS et al. 1985).

Les microsatellites (LITT et LUuTy 1989) sont définis comme des répétitions de motifs
de moins de six paires de bases (BECKMANN et WEBER 1992, HUGHES et QUELLER 1993,
QUELLER et al. 1993, TAuTz 1993, ASHLEY et Dow 1994, McDONALD et POoTTS 1997,
PARKER et al. 1998, CHAMBERS et MACAvVOY 2000), mais certains auteurs se basent sur quatre
(WESTNEAT et WEBSTER 1994) ou cing (BRUFORD et WAYNE 1993, JARNE et LAGODA 1996,
MAEHARA et al. 2001) nucléotides. Les taux d’évolution du nombre de répétitions sont inférieurs
4 ceux des minisatellites (10 & 102 par génération, JARNE et LAGODA 1996, McCDONALD
et PoTTs 1997). Les mécanismes de mutation sont d’ailleurs différents entre les deux types
de VNTR. Pour les microsatellites, la variabilité serait principalement due au décalage de la
polymérase (slippage) et & un mauvais alignement des brins A’ADN (misalignment) durant la
réplication (LEVINSON et GUTMAN 1987, EISEN 1998, ZHU et al. 2000) conduisant & I’insertion
ou la délétion d'un (ou plusieurs) motif (LEVINSON et GUTMAN 1987, ASHLEY et Dow 1994,
SCHLOTTERER et PEMBERTON 1994, ZHU et al. 2000). Les crossing over inégaux (LEVINSON
et GUTMAN 1987) peuvent aussi étre impliqués et les mutations peuvent aussi étre lices aux
mécanismes de réparation de ’ADN (JARNE et LAGODA 1996). Certains auteurs (voir CHAMBERS
et MACAvOy 2000) attribuent aux microsatellites une dynamique d’évolution selon un cycle
de vie avec une naissance (accentuation des mutations dans une région déja riches en motifs),
une croissance (pendant laquelle le nombre d’alléle est controlé par les processus classiques de
mutation, sélection, dérive et migration) et une mort (e.g. des délétions et des substitutions
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faisant disparaitre les motifs et les répétitions).

Les microsatellites peuvent étre amplifiés par PCR (WEBER et MAY 1989, HUBERT
et al. 1992) avec des amorces marquées puisque les longueurs des fragments répétés ne sont pas
aussi importantes que pour les minisatellites. Les fragments amplifiés sont ensuite visualisés sur
un gel d’électrophorese (gel de polyacrylamide) aprés migration (voir FIGURE 1.9).

Indiv.1 Indiv.2

v [ | .
CTCICTCTCICTCTCICTCTCT
E. Individu 1
v [ creTererererereTereret | ez Amplification -
. > - -
s Révélation
i [ cTCTCTICTCTCTICTCTCTCTCTCTCTCT | B -
[ <——  Individu 2
[ [ crcrcrercrercrercrerct | E.
Piste 1 — Locusl, Locus2, Locus3 pour Individu 1 [—1 ADN double brin
EEEE  Zones d'hybridation des amorces de PCR
Répétitions du motifs CT
/\ /\ /\ . Marqueur fluorescent
/\ —>  Amorces de PCR
110
Piste 2 — Locusl, Locus2, Locus3 pour Individu 2 Indiv./Locus Locus1 Locus 2 Locus3
Individu 1 110/110 183/185 200/204
A }\ Individu 2 110/112 185/185 200/204
200

FIGURE 1.9 — Principe des marqueurs microsatellites ; En haut : représentation de la structure des mi-
crosatellites pour un locus et deux individus et résultats sur gel d’agarose aprés amplification ; En bas :
représentation des pics de fluorescence (une couleur par locus microsatellite) sur un gel d’acrylamide
apres analyse de ce gel. Chaque pic correspond a un fragment amplifié d’un locus (alléle dont la longueur
est indiquée). A droite, sont indiqués les génotypes (ensemble des longueurs des fragments amplifiés pour
chaque locus) des deuz individus avec en gras les alléles différenciant ces individus.

1.3.2 Applications et applicabilité des méthodes génétiques

Les outils génétiques peuvent étre utilisés pour résoudre plusieurs questions en biologie des
populations et de la conservation (voir TABLEAU 1.1) comme par exemple :
e déterminer les diversités génétiques des espéces ou des populations et les comparer entre
elles,
définir la structure des populations,
clarifier les stratégies de reproduction,
estimer la taille des populations,
identifier les individus pour pouvoir les suivre au cours du temps,
inférer les processus démographiques passés.

L’application des différentes méthodes a ces différentes questions biologiques dépend essen-
tiellement du niveau de résolution (le polymorphisme) de chaque marqueur (PARKER et al. 1998,
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TABLEAU 1.1 — Récapitulation des différentes caractéristiques des méthodes décrites dans le texte. Séq. = séquencage (ADNmt principalement) ; Alloz.=
allozymes ; msat= minisatellites multilocus ; psat = microsatellites. Modifié d’aprés SCHLOTTERER et PEMBERTON (1994), PARKER et al. (1998),
MUELLER et WOLFENBARGER (1999), SUNNUCK (2000), FRANKHAM et al. (2002).

Caractéristiques Séq. SSCP Alloz. RFLP RAPD AFLP msat. pusat.
Application d” de nouveaut tarons + +/- + + + + +/- +/-
Facilité + + 4+ - + + - +
Niveau de variabilité -a 4+ -/F - -a 4+ T 4 4+ +
Reproductibilité + + + + - +/- +/- +
ADN dégradé + ? - + + - - +
Cot + + - + + ++ A+ +
Amplification + + - + + + - +
Soumis a sélection -/+ -/+ + -/+ -/+ -]+ S+ - (D)
Interprétation des gels + + ++ - - - +
Difficulté de mise au point -+ 7 - ++ - + + ++
Codominance + + + + . -/+ - +
Identification d’individus -/+ - - - + 4 S 44t
Tazonomie ++ + + ++ ++ ? ++ +/-
Structure de population ++ ++ ++ + + + + 4
Parenté - - - + - + 4t 4t
Echantillons non-invasifs ? - -/+ + +/- l +
Crimanologie (Forensics) ++ + + ? ++ £ NI
Taille de population +44 ? - ? + ? +/- 4+
Taille efficace + ? ++ ? - ? +/- 4+
Détection de goulots d’étranglement ++ ? ++ ? ++ ? +/-  +++
Phylogéographie +++ ? - + - ? - +
Détermination go. source pour ré-introd. + ? ++ + ++ ? +4+4+ 4+

suoryeoridde 3o uorydrosep : senbrjougs sinenbreur so7 ¢
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SUNNUCK 2000) mais aussi du niveau d’organisation étudié : espéce, population, groupe fami-
lial, individu (voir TABLEAU 1.1). Dans cette partie nous allons voir quelles sont les méthodes
pouvant étre utilisées pour certains objectifs, sans toutefois réaliser une revue exhaustive des
utilisations des méthodes.

1.3.2.1 Niveau populationnel : structure des populations

La diversité génétique d’une population est un facteur trés important pour donner des
priorités ou préciser les moyens de conservation (CROZIER 1992) car elle peut renseigner sur
I'isolement, les flux géniques (dispersion génétique) existants entre les populations (MILLIGAN
et al. 1994).

Les techniques citées peuvent, a priori, toutes servir a décrire la structure de populations.
Les allozymes ont été utilisés & partir de 1966, avec une série de publications sur la quantifica-
tion de la variation génétique de populations humaines et de drosophiles (POWELL 1994). Elles
ont été longtemps utilisées pour déterminer la structure a l'intérieur des populations, la varia-
tion & lintérieur des espéces (voir BAVERSTOCK 1988, PARKER et al. 1998) mais les allozymes
peuvent ne pas contenir assez de variabilité pour déterminer avec précision ces structures. En
revanche, le principal avantage des allozymes est leur facilité et leur rapidité de mise en oeuvre.
On préférera néanmoins les marqueurs RFLP qui peuvent étre facilement utilisés pour déter-
miner la sous-structuration de population. L’application des RFLP sur ’ADN mitochondrial
(PCR-RFLP) ou le séquengage de cet ADN, peuvent étre des outils trés utiles pour étudier la
structuration aussi bien entre populations que dans les populations (e.g. PALUMBI et al. 1991,
TABERLET et BOUVET 1992, RANDI et al. 1995, GIRMAN et al. 1997, BARRATT et al. 1999,
VILA et al. 1999, RANDI et al. 2000). Les séquences d’ADN mitochondrial servent en outre a
quantifier la diversité génétique au sein d’une population mais aussi & déterminer la structure
géographique et génétique de population, des événemens de goulots d’étranglement ou des pa-
trons de colonisation (HARRISON 1989, TABERLET 1996). En revanche, il y a quelques limites
a l'utilisation de ’ADNmt, comme par exemple la transmission maternelle (une différenciation
peut étre détectée a cause d'un déficit de dispersion des femelles modifiant la signature génétique,
TABERLET et BOUVET 1994) ou le fait que le génome mitochondrial se comporte comme une
seule unité génétique (la dérive génétique peut conduire a des phylogénies incorrectes, NEI 1996).

Le principal probléme de I'utilisation des marqueurs RAPD et AFLP au niveau de la popu-
lation est qu’ils sont dominants (il existe un débat sur la co-dominance des marqueurs AFLP,
mais la reconnaissance de la co-dominance des AFLP reste rare, M. Gaudel, comm. pers.). Dans
ce cas, on ne peut avoir acces aux hétérozygotes et donc cela limite ’estimation de la diversité
génétique. De plus, I'apparition de bandes artificielles et le manque de reproducabilité pour les
RAPD (JONES et al. 1998b) limitent aussi ces applications. Néanmoins, ces deux marqueurs ont
été utilisés dans quelques cas pour comparer la diversité génétique entre populations en danger
et non menacées (voir FRANKHAM et al. 2002, p.66 pour les références)

Les minisatellites peuvent étre également utilisés pour étudier les populations mais ils pré-
sentent un fort polymorphisme (BRUFORD et al. 1992) et ils peuvent étre trop variables pour les
études a ce niveau (BRUFORD et al. 1992, PARKER et al. 1998). De plus, il exite une variabilité
dans le distribution des proportions des bandes partagées due a la variation du nombre de bandes
qui peuvent étre détectées (PARKER et al. 1998).

Les microsatellites sont aisément utilisables pour plusieurs applications au niveau de la po-
pulation (voir plus loin) car on peut étudier un seul locus a la fois et les fréquences alléliques
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peuvent étre calculées. Ceci permet 'utilisation des statistiques F', initialement développées pour
les allozymes. Néanmoins, la structuration de populations assez éloignées est limitée par le méme
probléme que la détermination des distances génétiques entre taxons éloignés, c’est-a-dire la
saturation du nombre de répétitions des motifs (FORBES et HOGG 1999).

1.3.2.2 Niveau familial et du groupe social : la détermination des parentés

Le degré de consanguinité (liéce a 'apparentement des individus reproducteurs) et les
structures de reproduction peuvent avoir d’importantes conséquences dans le contexte de
la conservation de populations (MILLIGAN et al. 1994). Il est donc nécessaire de connaitre le
fonctionnement de la population au niveau de la reproduction pour pouvoir agir convenablement,
surtout chez des espéces difficiles & étudier (voir le cas de la détermination de la structure de
population de dauphin pilote ou globicéphale grinde, Globicephala melas & partir d’échantillons
de produits de la chasse de ce cétacé, AMOS et al. 1993). Ce fonctionnement peut étre appréhendé
par la détermination des liens de parenté existant entre les individus formant les groupes
sociaux.

Grace a la détermination des parentés entre individus, I’étude de nombreux types de groupes
sociaux a pu étre menée (voir HUGHES 1998). Par exemple, la plupart des techniques (allozymes,
RFLP, minisatellites multilocus, microsatellites) ont permis de montrer des taux de prés de 20%
de fertilisation hors couple chez les oiseaux (voir Appendix 1 de WESTNEAT et WEBSTER 1994).

Les liens de parenté peuvent étre étudiés avec les différents outils décrits plus haut mais le
polymorphisme de certains marqueurs peut limiter leur application. C’est le cas des allozymes qui
présentent une variabilité assez faible (voir HUGHES et QUELLER 1993, WESTNEAT et WEBSTER
1994).

En revanche, les marqueurs RFLP sont potentiellement utilisables dans les applications de
détermination de la parenté (grace a la détection des hétérozygotes) mais 'utilisation de I’ADN
mitochondrial n’est pas concluante pour ces applications fines (HUGHES et QUELLER 1993).
D’autre part, I’analyse de ’ADN mitochondrial se limite & la détermination des lignées ma-
ternelles (sa transmission est uniquement maternelle) et 1’exclusion de maternité n’a pas été
concluante dans certaines études (voir PARKER et al. 1998).

En revanche, les AFLP peuvent étre utilisés pour les études de parenté car le nombre de loci
générés par une expérience peut étre trés important pour différencier avec précision les individus
d’une population (MUELLER et WOLFENBARGER 1999, ROBINSON et HARRIS 1999).

Enfin les VNTR sont les marqueurs les plus adaptés & ce type d’étude. Les liens de parenté
peuvent étre déterminés grace aux minisatellites multilocus, en estimant la proportion de bandes
partagées par deux individus (BRUFORD et al. 1992). Néanmoins, les problémes d’assignation
des bandes (phénomeénes d’allélisme ou une bande peut provenir de plusieurs loci) associés a
I'impossibilité de différencier avec précision les hétérozygotes et les homozygotes et le fait que
des individus non-apparentés puissent avoir des bandes communes, diminuent grandement les
possibilités de détection des liens de parenté grace aux minisatellites (LYNCH 1988).

Les microsatellites présentent des avantages non négligeables pour la détermination des
liens de parenté et de la structure de populations : les locus peuvent étre analysés séparément,
ils présentent un polymorphisme suffisant en fournissant des génotypes facilement interprétés et
enfin les hétérozygotes peuvent étre détectés.

23



Chapitre 1. La biologie et la génétique de la conservation

1.3.2.3 Niveau individuel : identification et suivi des individus

La possibilité d’identifier les individus d’une population peut étre un moyen extrémement
puissant pour déterminer le fonctionnement de cette population (voir la détermination
de la parenté plus haut) et estimer certains paramétres comme la taille de population.
L’identification visuelle par des caractéristiques morphologiques d’un individu ou le marquage
est un bon moyen pour suivre les individus afin, par exemple, d’étudier leur comportement,
connaitre la distribution géographique précise d’'un groupe, estimer la taille du groupe.
Dans cette optique, il est nécessaire que ce type de « marque » (naturelle ou artificielle) réponde
a certains critéres (PALSBOLL 1999). Une marque doit ainsi :

e pouvoir étre appliquée sur tous les animaux de la population quels que soient leur sexe ou
leur age,
pouvoir étre reconnue a distance et de préférence de facon non-invasive,
ne pas étre perdue au cours du temps (notamment avec ’age de I’animal),
pouvoir identifier les individus de la population sans ambiguité possible,
permettre une comparaison des marques efficace et rapide.

Toutes les marques « classiques » (utilisation de photographies pour reconnaitre les individus,
marques auriculaires, collier émetteur, transpondeur) ne satisfont pas toujours toutes ces condi-
tions. Par exemple, une caractéristique morphologique d’un individu peut disparaitre au cours
de sa vie. L’utilisation de photographies peut étre délicate a cause de 'angle de prise de vue.
Une marque auriculaire ou un collier émetteur peuvent étre perdus. Pour lire un transpondeur,
il est souvent nécessaire de capturer les individus.

L’apparition des outils moléculaires et notamment des marqueurs microsatellites a considéra-
blement révolutionné cette pratique. Les marqueurs moléculaires (comme les microsatellites
par exemple) répondent a la plupart des critéres cités :

e ils sont applicables universellement, notamment chez la majorité des animaux.

e ils peuvent étre appliqués a tout individu de la population, quels que soient son dge ou son

sexe, pour peu que des échantillons soient disponibles.

e ils ne sont pas perdus au cours de la vie d'un individu et restent inchangés durant cette

période.

e ils peuvent étre déterminés & partir d’échantillons récoltés de fagcon non-invasive (voir plus

loin).

e ils peuvent simplement étre comparés entre eux pour une identification rapide.

Néanmoins, une des difficultés de l'identification individuelle par les marqueurs génétiques
est de trouver un systéme de marqueurs assez polymorphes® pour pouvoir identifier sans ambi-
guité chaque individu, c’est-a-dire d’avoir une probabilité d’identité la plus faible possible (voir
Section 6.2.2.2.3, p.84). Avec les marques non génétiques, comme 1’étiquetage auriculaire, I’expé-
rimentateur choisit son systéme de telle facon que les marques soient facilement reconnaissables
et qu’elles ne puissent pas étre confondues entre elles. Or, avec les marqueurs génétiques, la
marque n’est pas choisie par expérimentateur mais déterminée par les processus d’évolution
moléculaire (e.g. mutations) et/ou dictée par les mécanismes mendéliens de la transmission des
génes. L’identification individuelle requiert donc un fort polymorphisme. Seuls les AFLP et les

®Un locus est dit polymorphe dés qu’il a au moins deux alléles et que la fréquence d'un de ces alléles ne dépasse
pas 95% ou 99%. Le niveau de polymorphisme est déterminé par le nombre d’alléles (formes alléliques) et leur
fréquence respective.
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VNTR peuvent servir & l'identification d’individus car les autres marqueurs ne sont pas assez
polymorphes (comme les allozymes), ou les techniques ne sont pas reproductibles (comme les
RAPD). Il semble que l'utilisation des marqueurs microsatellites soit la technique la plus
prometteuse pour cette application. En effet, il apparait que les minisatellites (surtout les
marqueurs multilocus) présentent des patrons génétiques souvent compliqués pour une interpré-
tation aisée, et que les AFLP présentent une interprétation des gels assez subjective lors de la
sélection des pics informatifs (ROBINSON et HARRIS 1999). Les minisatellites ont néanmoins été
des marqueurs trés utilisés pour lidentification des individus (FRANKHAM et al. 2002, p.64).
En revanche, l'interprétation des gels de microsatellites est relativement aisée, et dans certains
cas sans aucune ambiguité. L’utilisation indépendante de locus permet également d’augmenter
la précision de l'identification puisqu’on pourra choisir des systémes de loci qui donneront une
puissance d’identification et de discrimination des individus suffisante.

1.3.3 Avantages et inconvénients des microsatellites

Il semble que les microsatellites soient des marqueurs qui peuvent étre facilement utilisée
a différentes échelles biologiques (MCDONALD et PoTTs 1997). Elle est la technique la plus
applicable et la plus informative pour mesurer la variation de 'ADN a différent niveaux. Les
microsatellites présentent donc certaines caractéristiques qui leur permettent d’étre des mar-
queurs de choix dans beaucoup d’applications (voir revues dans QUELLER et al. 1993, ASHLEY
et Dow 1994, SCHLOTTERER et PEMBERTON 1994, McDONALD et POoTTSs 1997, BALDING
1998, BEAUMONT et BRUFORD 1998, LUIKART et ENGLAND 1999).

1.3.3.1 Mise au point et développement

Les microsatellites sont présents chez de nombreuses espéces de vertébrés (mammiféres, oi-
seaux, poissons, amphibiens; voir TAUTZ et RENTZ 1984, ASHLEY et DOw 1994), mais aussi
chez les invertébrés (voir par exemple HUGHES et QUELLER 1993) et les plantes en moins grande
abondance. Chez les mammiféres, la variabilité des microsatellites semble étre un phénoméne
général. L’obtention de loci microsatellites (voir revue de ZANE et al. 2002) qui montrent une
certaine variabilité dans le nombre de répétitions peut étre longue. Cela nécessite la construction
d’'une banque génomique pour sélectionner les régions d’ADN présentant des répétitions suivie
du test des loci repérés. L’amplification par PCR. nécessite des oligonucléotides afin d’amorcer
la réaction, ces amorces sont souvent particuliéres & chaque espéce ou groupe d’espéces. Il est
donc nécessaire de déterminer des couples d’amorces pour chacun des taxons analysés, un tra-
vail souvent long et fastifieux (BRUFORD et WAYNE 1993). Une stratégie alternative consiste a
tester les amorces déja développées chez une espéce voisine sur espéce d’étude (par exemple
I’homme Homo sapiens pour les bonobos Pan paniscus GERLOFF et al. 1995 ou les entelles
Presbytis entellus LAUNHARDT et al. 1998 ; le chien Canis familiaris pour le loup Canis lupus,
voir Annexe A).

1.3.3.2 Révélation des marqueurs

L’utilisation des marqueurs VNTRs multilocus ou des RFLP conduit bien souvent & des
difficultés d’interprétation des gels qui sont dues :
e aux patrons compliqués des bandes (d’ou 'appellation d’empreinte ADN en comparaison
avec le code barre d’un produit de supermarché),
e 3 linterprétation de chaque bande par rapport aux alléles et loci et & la difficulté de
reproductibilité d’un individu & l'autre et surtout d’un gel & 'autre (PARKER et al. 1998).
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Bien que l'utilisation de marqueurs unilocus (c’est-a-dire ceux pour lesquels on peut analyser
un seul locus a la fois) corrige ce probléme et permette une identification fiable des individus, les
minisatellites et la technique Southern blot associée restent des méthodes cotteuses et longues
car il est nécessaire de développer des sondes qui ne révélent qu’un seul locus a la fois (PARKER
et al. 1998 ; mais voir EPPLEN et al. 1991). En revanche, les marqueurs microsatellites reposent
sur une application moins cotiteuse (amplification par PCR ; sept fois moins cotiteuse par échan-
tillon, PARKER et al. 1998) et plus rapide, une fois les mises au point réalisées et le matériel
acheté (séquenceur automatique par exemple). De plus, les patrons de révélation des marqueurs
microsatellites peuvent étre trés simples & interpréter car :

e les microsatellites sont des marqueurs unilocus,

e il n’existe que deux alléles au maximum par individu,

e 'utilisation de gel de polyacrylamide permet de déterminer la taille des alléles avec une

précision de 1 paire de bases.

1.3.3.3 Amplification PCR

L’un des principaux avantages des microsatellites est de pouvoir étre amplifiés par PCR
(WEBER et MAY 1989). Les marqueurs microsatellites, grace aux motifs de plus petites tailles et
des répétitions moins nombreuses que pour les minisatellites, représentent des fragments de 100
a 300 paires de bases, ce qui les rend aisément amplifiables par PCR. La possibilité d’amplifier de
PADN est un avantage inestimable en biologie de la conservation (BEAUMONT et BRUFORD 1998)
ou en criminologie (BALDING 1998), car des échantillons ne contenant qu’une faible quantité
d’ADN (féces, urine, salive, sperme, poils), quelque fois dégradé, peuvent étre analysés (e.g.
application sur une seule cellule de sperme HUBERT et al. 1992).

1.3.3.4 Interprétation et utilisation des résultats

Il est possible de calculer les fréquences alléliques aux différents loci et il est ainsi possible
d’avoir accés & de nombreuses méthodes et tests pour étudier la diversité génétique (équilibre
de HARDY-WEINBERG, déséquilibre de liaison, déficit d’hétérozygote). Chaque locus peut étre
étudié séparément et indépendamment des autres. On peut aussi associer ces loci pour peu qu'’ils
soient sur des groupes chromosomiques différents et ainsi par exemple augmenter la puissance
de discrimination des individus (voir WAITS et al. 2001).

Les marqueurs microsatellites permettent 1’utilisation directe de méthodes statistiques déve-
loppées initialement pour les allozymes, notamment les statistiques F' (ou G) pour la différen-
tiation de populations (voir WEIR et COCKERHAM 1984) et des applications de ces statistiques
(voir par exemple la détection dela dispersion et du biais de cette dispersion entre sexe, WASER
et STROBECK 1998, GOUDET et al. 2002, PRUGNOLLE et DE MEEUS 2002). De nouvelles ap-
proches sont développées comme par exemple les méthodes de maximum de vraisemblance, les
méthodes de coalescence, les méthodes bayésiennes et les microsatellites sont des marqueurs de
choix pour ce type de développement statistique (voir LUIKART et ENGLAND 1999).

Les microsatellites peuvent donc étre utilisés pour de nombreuses applications dont® :
e Estimation de la diversité génétique et des structures génétiques de populations

—~ ALLEN et al. (1995) chez le phoque gris Halichoerus grypus

— CI0FI et BRUFORD (1999) chez le dragon de Komodo Varanus komodoensis

Cette liste n’est certainement pas exhaustive; elle est principalement centrée sur Putilisation des échantillons
non-invasifs.
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— FORBES et BoyD (1996) chez le loup Canis lupus

— ForBES et HoGgG (1999) chez le bighorn Owis canadensis

— GOOSSENS et al. (2001) chez la marmotte alpine Marmota marmota

— GOTTELLI et al. (1994) chez le loup éthiopien Canis simiensis

— KYLE et STROBECK (2001) chez le glouton Gulo gulo

— PAETKAU et STROBECK (1994), PAETKAU et al. (1998a, b) chez l'ours brun, Ursus
arctos

— PAETKAU et al. (1995, 1999) chez I'ours polaire Ursus maritimus

— TAYLOR et al. (1994) chez le wombat a museau velu du nord Lasiorhinus kreftii

Détermination de la structure sociale, des succes de reproduction et du systéme de repro-

duction de populations

— GAGNEUX et al. (1999), MORIN et al. (1994b) chez le chimpanzé Pan troglodytes

GARNIER et al. (2001) chez le rhinoceros noir Diceros bicornis

— GERLOFF et al. (1999) chez le bonobo Pan paniscus

— GIRMAN et al. (1997) chez le lycaon Lycaon pictus

— KAYS et al. (2000) chez le kinkajou Potos flavus

— SAY et al. (1999, 2001) chez le chat domestique Felis catus

Estimation de taille de population

— AMOS et al. (1993), PALSBOLL et al. (1997) chez la baleine & bosse Megaptera novaean-
gliae

— KOHN et al. (1999) chez le coyote Canis latrans

— MOWAT et STROBECK (2001) chez 'ours brun

MOWAT et PAETKAU (2002) chez la martre américaine Martes americana

NicHOLS et al. (2001) chez le faucon crécerelle mauricien Falco punctatus (taille efficace)

et les variations de cette taille (voir les méthodes dans BEAUMONT 1999, LUIKART et al.

1999, PIRY et al. 1999, GARZA et WILLIAMSON 2001)

Identification individuelle

— ELLEGREN (1991) pour des échantillons d’oiseaux de musée

ERNEST et al. (2000) chez le puma Puma concolor

— REED et al. (1997) chez le phoque gris et la veau marin Phoca vitulina

— SLOANE et al. (2000) chez le wombat & museau velu du nord

— TABERLET et al. (1997) chez 'ours brun

Exclusion et assignation de parenté

— GARNIER et al. (2001) chez le rhinoceros noir

—~ MORIN et WOODRUFF (1992), MORIN et al. (1994b), GAGNEUX et al. (1999), CONSTABLE
et al. (2001) chez le chimpanzé

— SAY et al. (1999) chez le chat domestique

— VALSECCHI et al. (2002) chez la baleine a bosse
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Chapitre 2

L’échantillonnage non-invasif
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Chapitre 2. L’échantillonnage non-invasif

Auparavant, pour étudier la génétique des populations, I’échantillonnage nécessitait le préle-
vement direct & partir des individus, de grandes quantités de tissu (muscle, peau) destinées a des
méthodes moléculaires du type électrophorése de protéines. Cette démarche « destructive » pou-
vait nécessiter de sacrifier 'animal pour « la cause scientifique » (TABERLET et LUIKART 1999).
Pour certaines espéces qui le permettent, on peut capturer 'individu et lui prélever (méthodes
non-destructives mais toutefois invasives) un petit échantillon de tissu musculaire ou de peau
(e.g. biopsie au niveau de l'oreille) ou lui prélever du sang. Ces techniques restent trés difficiles
a mettre en oeuvre dans certains cas comme :

e des animaux de grande taille, & cause de la difficulté de capture et de manipulation,

e des animaux discrets (e.g. comportements nocturnes) et/ou farouches,

e des populations en danger car les captures peuvent engendrer une mortalité chez les indi-

vidus ou les observations/captures peuvent déranger la structure sociale des populations
et compromettre la viabilité de la population.

Ces considérations ont amené les scientifiques & développer des méthodes permettant d’obte-
nir des échantillons sans déranger ou capturer les animaux (méthodes non-invasives) afin d’en
extraire de ’ADN pour des analyses génétiques ultérieures. Ce développement est largement 1ié
a la mise au point de la PCR (voir Section 1.3.1.2, page 13) qui permet de multiplier le nombre
de copies I’ADN d’un extrait.

2.1 LES DIFFERENTES FORMES DE METHODES D’ECHANTILLON-
NAGE NON-INVASIF

Il existe plusieurs formes de méthodes non-invasives. Les méthodes non-invasives strictes
constituent la forme la plus simple et la plus pratique car elle consiste & récolter sur le terrain
des indices de présence. Cet échantillonnage consiste par exemple & récolter des féces directement
sur le sol (voir Article I ou KOHN et al. 1999), récolter de I'urine de Canidés dans la neige (voir
Article IT), de prélever des poils d’ours sur les écorces d’arbres (TABERLET et BOUVET 1992),
des restes de feuilles mastiquées par des Chimpanzés (GAGNEUX et al. 1999) ou enfin des plumes
d’oiseaux (SEGELBACHER 2002). L’échantillonnage non-invasif le plus singulier est peut étre celui
de feces de mammiféres marins (TIKEL et al. 1996 chez le dugong Dugong dugong, REED et al.
1997 chez le veau marin Phoca vitulina et le phoque gris Halichoerus grypus, PARSONS 2001 chez
le dauphin souffleur Tursiops truncatus). Avec les méthodes strictes, ’animal n’est ni observé, ni
manipulé. Cette forme d’échantillonnage ne nécessite donc pas d’infrastructure ou de logistique
particuliére.

Une deuxiéme forme de méthodes non-invasives, nécessite I’'observation des individus avant
le préléevement des échantillons. Par exemple, dans les communautés de chimpanzés (Pan troglo-
dytes ; voir par exemple MORIN et WOODRUFF 1992, MORIN et al. 1994b, CONSTABLE et al.
2001, GAGNEUX et al. 1997, 1999), les poils sont récoltés dans les nids que construisent chaque
soir les chimpanzés pour la nuit. Dés le matin, les poils sont prélevés uniquement dans les nids
pour lesquels la construction par un chimpanzé ayant dormi seul & l'intérieur a été observée.
L’observation des animaux est donc une nécessité dans ce type d’échantillonnage si 'on veut
réaliser une identification correcte (pas de mélange d’échantillons) des individus.

Enfin, d’autres méthodes non-invasives nécessitent la mise en place d’un dispositif permettant
de prélever des poils. WoODS et al. (1999), MOWAT et STROBECK (2001) et POOLE et al. (2002)
ont développé et mis en application un dispositif permettant de récolter des poils sur des ours
grizzlys (Ursus arctos). Les grizzlys sont de grands mammiféres qui peuvent étre agressifs et leur
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capture nécessite de gros moyens logistiques. Le dispositif utilisé (voir FIGURE 2.1a) consiste
en un appat placé en hauteur au centre d’un cercle de fils barbelés disposé & 50 ¢cm du sol
de sorte que 'ours, par I'odeur alléché, passe au-dessous les fils barbelés. Ses poils sont alors
retenus par les barbelés. Un autre dispositif consiste en deux rondins de bois parcourus par
des peignes ou des brosses retenant les poils des ours attirés par 'appéat placé au sommet (voir
FIGURE 2.1b). FORAN et al. (1997b) et MOWAT et PAETKAU (2002) ont développé et appliqué un
dispositif permettant de prélever des poils sur des petits carnivores discrets des foréts américaines
(notamment la martre d’Amérique Martes americana). Il s’agit de deux planches de bois placées
en V le long d’un arbre. Sur les parois internes, des adhésifs collent et « capturent » les poils du
dos des animaux passant a l'intérieur (voir FIGURE 2.1¢). Enfin un dernier dispositif peut étre
cité. il s’agit simplement de rubans adhésifs placés & I'entrée de terriers afin de prélever les poils
de wombats (Lasiorhinus kreftii ) lorsqu'ils passent par I'entrée du terrier (SLOANE et al. 2000).

2.2 LES METHODES NON-INVASIVES ET LA GENETIQUE

Les échantillons non-invasifs peuvent constituer une source de matériel génétique
en extrayant 'ADN contenu dans les cellules. Les échantillons récoltés de fagon non-invasive
contiennent dans la plupart des cas une quantité limitée d’ADN. Par exemple, dans les poils,
les cellules exploitables se limitent aux cellules de la racine (bien que 1’on puisse extraire de ’ADN
a partir de la partie kératinée mais les pigments et probablement la kératine inhibent les réactions
d’amplification, MORIN et WOODRUFF 1996). Il en est de méme pour les plumes, pour lesquelles,
on utilise un bout de la racine (SEGELBACHER 2002). Pour les féces, les rares cellules exploitables
sont les cellules du tube digestif de 1’hote, desquamées lors du transit intestinal (FORAN et al.
1997a, KOHN et WAYNE 1997). Les cellules du tractus digestif sont les seules & résister aux
conditions du transit et c’est donc ’ADN de ces cellules qui sera extrait des féces. Les cellules
récupérées de 'urine pourraient provenir aussi d’'une désquamation du systéme urinaire en plus
des leucocytes présents chez certains sujets (YOKOTA et al. 1998). Ces échantillons non-invasifs
n’ont pu étre utilisés en génétique des populations que grace a la découverte de la PCR (voir
Section 1.3.1.2, p.13) puisque cette réaction permet de multiplier les copies d’ADN et d’obtenir
une quantité suffisante (dans la majorité des cas) d’ADN pour les analyses. En revanche, ’ADN de
ces échantillons est souvent dégradé a cause des conditions rencontrées sur le terrain (humidité,
pluie, gel/dégel; GOOSSENS et al. 2000, MURPHY et al. 2000 ; voir LUCCHINI et al. 2002) ou
dans le tractus digestif dans le cas de feces (enzymes et sucs digestifs). La qualité de I’ADN et
de son extraction est par conséquence aussi liée au régime alimentaire (herbivore, carnivore) de
l’animal ainsi qu’a sa variation pendant ’année (GOOSSENS et al. 2000, MURPHY et al. 2000,
MAUDET et al. 0000). La faible quantité et qualité d’ADN, associée & la présence d’inhibiteurs
de PCR pour certains échantillons (e.g. les féces, GERLOFF et al. 1995 ou 'urine, KAHN et al.
1991 cité dans MARKLUND et al. 1996) limitent toutefois les analyses. D’une part, le succés
d’amplification peut étre restreint, et d’autre part des erreurs peuvent étre réalisées
lors de la détermination de génotypes microsatellites.

2.2.1 Rendement d’amplification

Les conditions citées ci-dessus ne permettent pas un bon rendement d’amplification. En effet,
le pourcentage de PCR. positives (c’est-a-dire les PCR donnant un produit d’amplification dont
la taille est compatible avec celle attendue) est toujours inférieur a celui obtenu & partir de
tissu ou de sang (e.g. BAYES et al. 2000, SLOANE et al. 2000). Pour les féces ou les poils, ce
pourcentage est trés variable (compris en général entre 50% et 90%). Une revue des estimations
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FIGURE 2.1 - Dispositifs de « capture » de poils pour deuz types de mammiferes : (a) et (b) deux dispositifs
adaptés aux grizzlys (Ursus arctos horribilis). Modifié d’aprés WoODS et al. (1999) ; (¢) dispositif adapté
& la martre américaine (Martes americana). En bas : positionnement du dispositif sur un arbre. En haut :
vue interne du dispositif. Dessin réalisé a partir des photographies dans (FORAN et al. 1997b).

de succés d’amplification est donnée dans le TABLEAU 2.1. Les chiffres différent grandement en
fonction du nombre de loci microsatellites pris en compte, du mode de calcul réalisé soit sur les
échantillons soit sur les réactions PCR, de la différence des méthodes d’extraction utilisées, du
type d’échantillon et de ’espéce étudiée.

2.2.2 Erreurs de génotypage liées a la quantité et la qualité de PADN

On sait aussi que le manque de quantité et de qualité de ’ADN peuvent provoquer des er-
reurs lors d’analyses génétiques utilisant la PCR (e.g. GERLOFF et al. 1995, TABERLET et al.
1996, DOUGLAS et al. 2002). Deux grands types d’erreurs d’amplification peuvent étre causés :
la production de fragments d’ADN non présents dans ’échantillon de départ et la non-révélation
de fragments d’ADN.
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TABLEAU 2.1 — Valeur de succés d’amplification dans différentes études publiées. Pour chaque étude, le
type d’échantillons (Type), l'espéce, le nombre de loci microsatellites utilisés (N loci) et les valeurs du
succes d’amplification (Succés PCR) sont données. Les annotations entre parenthéses précisent le mode
de calcul du succés : P = sur le nombre d’amplifications (PCR), E = sur le nombre d’extraits, S = sur
le nombre d’échantillons, L = sur le nombre de couples locus/échantillons, # = succés d’amplification
pour tous les loci, § = amplification positive pour au moins un locus. *= apreés lyophilisation, **= apres
étuvage.

Référence Espéce Type Nloci Succés PCR
BAYES et al. (2000) Papio sp Feéces 8 70% (P)
CONSTABLE et al. (2001) Pan troglodytes Feces 16 71% (E)
Poils 90% (E)
MORIN et al. (2001) Pan troglodytes Feéces 9 84.1% (E, #)
79% (P)
GERLOFF et al. (1995) Pan paniscus Feces 6 66% (P)
GOOSSENS et al. (2000) Pongo pygmaeus Feces 1 65% (P)
LATHUILLIERE et al. (2001) Macaca sylvanus Feéces 3 70% (P)
LAUNHARDT et al. (1998) Presbytis entellus Feces 5 70% (E)
KOHN et al. (1999) Canis latrans Feéces 3 96,2% (P)
48% (S, #)
LUCCHINI et al. (2002) Canis lupus Feéces 6 54% (S)
MIQUEL ET TABERLET (non pub.) Canis lupus Feéces 6 94% (P)
MURPHY et al. (2000) Ursus arctos Feces 1 89% (P)*
59% (P)**
TABERLET et al. (1996) Ursus arctos Feces 1 88% (P)
TABERLET et al. (1997) Ursus arctos Feéces 6 14,6% (S, #)
Poils 20% (S,#)
ERNEST et al. (2000) Puma concolor Feéces 12 34,4% (S, #)
>75% (E)
REED et al. (1997) Phoca vitulina Feces 5 20% (S, #)
93% (S, 9)
GARNIER et al. (2001) Diceros bicornis Feces 10 93% (P)
PARsoNs (2001) Tursiops truncatus  Féces 3 100% (P)
GAGNEUX et al. (1997) Pan troglodytes Poils 11 50% (E, $)
GAGNEUX et al. (1999) Pan troglodytes Poils 11 63,3% (S, #)
3 94,5% (S, $)
MORIN et al. (1994b) Pan troglodytes Poils 8 82,2% (S, $)
MOWAT et PAETKAU (2002) Martes Americana  Poils 6 77,2% (S, #)
SLOANE et al. (2000) Lasiorhinus krefftiic ~ Poils 12 88% (P)
VALIERE et TABERLET (2000) Canis lupus Urine 3 90% (P)
SEGELBACHER (2002) Tetrao urogallus Plumes 10 98,3% (P, #)

2.2.2.1 Reévélation de fragments surnuméraires

Le premier type d’erreur peut étre causé par la présence d’ADN contaminant ou par
des fragments d’ADN issus d’erreurs de duplication de la polymérase (provoquée ou non
par la dégradation de I’ADN). Ces copies d’ADN peuvent se trouver en nombre comparable &
celui des copies d’ADN & amplifier quand ces derniers sont en trés faible quantité. Si de telles
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contaminations ou erreurs se produisent dans les premiers cycles de la PCR, les nombres de
copies d’ADN exogeéne/modifié et d’ADN cible seront proches en fin de réaction. Les deux types
d’ADN seront révélés produisant des résultats erronés. Pour les microsatellites, ces erreurs sont
connues sous le terme de faux alléles (FA, false allele ; voir FIGURE 2.2) car les fragments
d’ADN surnuméraires peuvent étre interprétés comme des alléles réels, qui ne sont pas présents
en réalité dans I’échantillon. Les faux alléles sont considérés comme provenant d’événements
stochastiques tant qu’ils ne sont pas systématiques comme par exemple la contamination d’un
lot de réactif influencant les résultats de toute la série de PCR réalisées a partir de ce lot (NAVIDI
et al. 1992).
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FIGURE 2.2 - Ezemple de fauz alléle (5¢ piste) lors du typage multiple d’un locus pour un échantillon
d’urine de canidé. Dans ce cas, le faux alléle correspond a la production d’un « alléle » de 2 paires de
bases plus grand que celui attendu (+ le fragment associé, décalé d’une paire de bases). Dans ce cas précis,
le faux alléle peut étre trés vite repéré car il apparait chez un individu hétérozygote pour ce locus.

2.2.2.2 Non révélation de fragments

Le deuxiéme type d’erreur consiste & la non-révélation de fragments d’ADN contenu dans
Péchantillon. Ces erreurs peuvent étre dues a la dégradation de ’ADN (limitant I’hybridation
des amorces sur 'ADN) et principalement & la faible quantité d’ADN dans 'extrait. En
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effet, une explication de la perte d’alléle (ADO, allelic dropout; voir FIGURE 2.3) pour les
microsatellites est que pendant le pipetage dans l'extrait et ensuite lors de 'amplification, un
seul allele est échantillonné, amplifié et révélé sur les deux présents chez un hétérozygote. Plus
le nombre total initial de copies d’ADN sera faible, plus le risque d’une grande différence de
fragments prélevés entre les deux alléles sera grand, et donc plus les pertes d’un alléle seront
probables du fait de ’échantillonnage aléatoire qui sélectionnera 1’alléle le plus abondant.
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FIGURE 2.3 — Ezemple de perte d’alléle (sixz premiéres pistes) lors du typage multiple d’un locus pour
un échantillon d’urine de canidé. Une seule répétition sur les huit réalisées donne le bon génotype de
l’échantillon pour ce locus.

D’autres explications ont été avancées comme ’amplification préférentielle des petits alléles
(GERLOFF et al. 1995). En effet, il est observé que les petits alléles chez les hétérozygotes ont
des pics d’aires plus importantes que les alléles de grandes taille (GILL et al. 1998, 2000a) et ceci
peut étre directement lié & un meilleur rendement d’amplification pour les petits fragments. 1l
semble en fait que les pertes d’alléle observées quand on utilise les microsatellites sur des extraits
a faible quantité d’ADN soient un phénomeéne stochastique. En effet, aucun article n’a montreé
une différence significative entre la perte des grands ou des petits alléles. Un test de Chi2 sur
les données de GAGNEUX et al. (1997) ou TABERLET et al. (1996) ne montre aucune différence
de taux de perte d’alléles entre les différents alléles. Seules de faibles différences sont détectées
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mais ne sont jamais statistiquement significatives (voir GERLOFF et al. 1995, CONSTABLE et al.
2001). Toutefois, il n’est pas complétement exclu que cette amplification préférentielle puisse
contribuer a la perte d’'un allele. HU et al. (1992) ont montré qu’un alléle pouvait étre préféren-
tiellement amplifié en fonction des conditions de concentration en MgCly : des alléles peuvent
étre amplifiés & des concentrations de plus de ImM de MgCls et ne sont pas amplifés en dessous
de cette concentration. JEFFERY et al. (2001) ont aussi détecté des pertes d’alléles pour deux
loci amplifiés & partir d’échantillons de bonne qualité (sang) chez Melospiza melodia. Ces deux
loci ont été amplifiés avec un tampon NH4 et non un tampon KCl comme les autres loci de
I’étude ne montrant pas de perte d’alléle. Il est probable qu’il y ait une association des facteurs
amenant a la perte d’alléle, le facteur majeur étant vraissemblablement la faible quantité d’ADN.

Notons enfin un autre type d’erreur de non-révélation d’alléle qui n’est pas di & un faible
quantité d’ADN dans les extrait. C’est le phénoméne d’alléles nuls. Ce phénomeéne est da a
des mutations sur le site d’hybridation d’une des amorces de PCR ce qui prévient ’amplification
(CALLEN et al. 1993). Ce type d’erreur est important & signaler car tout systéme de loci est
susceptible de présenter ce phénoméne (CALLEN et al. 1993, PAETKAU et STROBECK 1995,
PEMBERTON et al. 1995). Contrairement au perte d’alléle, ce phénomeéne n’est pas stochastique
et est donc systématique dans toutes les réactions réalisées pour l'extrait et le locus en question.

2.2.2.3 Autres erreurs

D’autres erreurs peuvent étre commises comme une mauvaise attribution de la longueur d’un
allele. Ce type d’erreur peut étre lié directement a I’analyse (automatique ou manuelle) des gels
d’électrophorése (WAITS et LEBERG 2000) ou a la faible amplification de PTADN dans la mesure
ou les alléles sont souvent décalés sur 1’électrophorégramme par rapport a leur véritable taille
pour des extraits dont I’amplification est faible (voir FIGURE 2.4)7. Ce type d’erreur est trés
difficile & prendre en compte car difficilement quantifiable et modélisable.

Des artéfacts d’électrophorése peuvent aussi étre détectés, s’illustrant soit par une fausse iden-
tification d’un homozygote en hétérozygote soit par une assignation incorrecte d’un hétérozygote
(FERNANDO et al. 2001). Ces erreurs se produisent quand une grande quantité de produits de
PCR est chargée sur un séquenceur ABI Prism 377. Elles peuvent étre évitées en faisant passer
dans le gel un courant de 3kV pendant une heure avant de charger les échantillons (cette opéra-
tion modifierai les propriétés physiques du gel et éliminerai ou réduirai les artéfacts, FERNANDO
et al. 2001).

2.2.2.4 Taux d’erreurs

Les taux d’erreurs (pertes d’alléle et faux alléles) observés dans les différentes études publiées
varient en fonction de I'espéce, du type d’échantillon (voir TABLEAU 2.2). En moyenne, les valeurs
de taux de perte d’allele sont d’environ 5-10%, avec des valeurs d’environ 30% dans 3 cas et deux
valeurs extrémes de 50% et 75%. Les faux alléles apparaissent avec une fréquence généralement
inférieure & 5% car ils sont facilement identifiable si les alléles présentent des tailles trés différentes
de ceux attendus.

Tces erreurs peuvent étre évitées en se fixant des régles sur la sélection des pics, en fonction par exemple de la

hauteur des pics sur ’électrophorégramme
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FIGURE 2./ — Ezemple de modification de la taille d’un alléle pour une faible amplification (deuxiéme
piste) par rapport a la taille lors d’une « bonne » amplification (premiére et troisiéme piste).

TABLEAU 2.2 — Valeurs de taux d’erreurs (perte d’allele, ADO et faux alléles, FA) pour diverses études
publiées. Voir TABLEAU 2.1 pour la signification des annotations entre parenthéses.

Référence Espéce Type Nloci ADO FA
BAYES et al. (2000) Papio sp Féces 8 8% (P) 1,2% (P)
CONSTABLE et al. (2001) Pan troglodytes Féces 16 30% (S)
MORIN et al. (2001) Pan troglodytes Féces 9 24% (P)
LAUNHARDT et al. (1998) Presbytis entellus Féces 5 5% (S) 0% (S)
LATHUILLIERE et al. (2001) Macaca sylvanus Féces 3 0-6% (P) 13-20% (P)
GOOSSENS et al. (2000) Pongo pygmaeus Féces 1 4,2% (S) 3% (S)
ERNEST et al. (2000) Puma concolor Feces 12 8% (P)
KoOHN et al. (1999) Canis latrans Féces 3 2,6% (P) 2,6% (P)
LUCCHINT et al. (2002) Canis lupus Féces 6 18% (P) ~ 0% (P)
1 0-33% (P)
MIQUEL ET TABERLET (non pub.) Canis lupus Féces 6 16,8% (P) 1,4% (P)
1 1,6-37.0% (P)  0-7,1% (P)

TABERLET et al. (1996) Ursus arctos Féces 1 53% (P) <5% (P)
GARNIER et al. (2001) Diceros bicornis Féces 10 30% (P) ~ 0% (P)
PARSONS (2001) Tursiops truncatus Féces 3 0% (P) 0,97% (P)
GAGNEUX et al. (1997) Pan troglodytes Poils 11 31,3% (P)
GOOSSENS et al. (1998) Marmota marmota 1 Poil 1 14,3% (P) 4% (P)

3 Poils 1,9% (P) 1,4% (P)

10 Poils 0,4% (P) 0% (P)
MOWAT et PAETKAU (2002) Martes Americana Poils 6 1,4% (S) 1,5% (S)
SLOANE et al. (2000) Lasiorhinus krefftii Poils 12 0% (P) 0,3% (P)
VALIERE et TABERLET (2000) Canis lupus Urine 3 4.2% (P) 0% (P)

2 ech. 74,6% (P) 0% (P)

SEGELBACHER (2002) Tetrao urogallus Plumes 10 0,77% (P, #) 0% (P)
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Chapitre 3. Perspectives de travail et Plan du mémoire

Nous avons donc vu que l'utilisation des méthodes non-invasives et des outils génétiques,
notamment les microsatellites, peut étre d’'un apport considérable en biologie des populations et
de la conservation, mais peuvent aussi présenter des limitations quant au taux d’erreur observé
pour le génotypage. Il semble évident que de tels taux d’erreurs peuvent engendrer des biais
énormes dans les analyses. WAITS et LEBERG (2000) ont montré que la taille de population
estimée a partir des méthodes non-invasives pouvait étre deux fois supérieure a la taille réelle si
le taux d’erreurs est uniquement de 5%. Il est alors indispensable de prendre en compte et de
corriger ces problémes et des améliorations sont indispensables & tous les niveaux d’une analyse.

3.1 AU NIVEAU DE L’ECHANTILLONNAGE

L’échantillonnage sur le terrain est la premiére étape que I'on peut optimiser afin de maxi-
miser les chances d’obtenir le plus d’information sur une population et pour diminuer les risques
d’erreurs lors des analyses génétiques. Dans une premiére partie nous allons montrer combien
I’échantillonnage non-invasif peut étre important dans la description de la biologie d’une popu-
lation. Les féces et les poils sont déja connus pour étre des sources d’ADN et utilisés dans des
études pour diverses espéces (voir par exemple GERLOFF et al. 1995, GAGNEUX et al. 1997).
En France, la population de loup est actuellement étudiée depuis son retour naturel dans les
Alpes. Les études consistent entre autres & récolter des féces en vue de déterminer le régime
alimentaire des loups (voir POULLE et al. 1997) ou a repérer les zones de présence du loup grace
aux indices de présence (voir POULLE et al. 1999). Les feces peuvent tout aussi bien servir & une
étude génétique afin de décrire cette population et déterminer les mécanismes de colonisation de
I’espéce dans un territoire vacant. Ce type d’échantillonnage est d’autant plus intéressant que
les outils classiques d’étude de la répartition spatiale et temporelle des individus (e.g. capture,
radiopistage) ne peuvent étre utilisés en ce qui concerne le loup (décision politique et difficulté
de capture notamment). Les distributions spatiale et temporelle des loups peuvent étre analysées
grace a lidentification individuelle (par les microsatellites) mais les grandes lignes des proces-
sus de colonisation peuvent aussi étre déduits de ’analyse de ’ADN mitochondrial permettant
lidentification spécifique des échantillons. Un premier article (Article I) présenté fera référence
a I’étude préliminaire de la colonisation des Alpes francaise et suisse par les loups via ’analyse
de 'ADN mitochondrial & partir d’échantillons non-invasifs, principalement les féces.

Dans le cas du loup en France, si les féces peuvent étre récoltées assez facilement, les poils
sont extrémement difficiles & trouver sur le terrain et aucun dispositif n’a été mis en place pour
prélever des poils sur les individus comme cela a été fait pour les ours ou les mustélidés (voir
précédemment). Il était ainsi intéressant de compléter le panel d’échantillons déja disponibles
en ne se limitant pas uniquement aux féces. L’urine peut contenir de 'ADN qui peut étre uti-
lisé pour l'identification individuelle (e.g. MARKLUND et al. 1996, YOKOTA et al. 1998). En
revanche, les études déja menées l'ont été sur des prélévements d’urine de chevaux aprés une
course hippique ou des échantillons humains dans des études cliniques. Aucun essai ne semble
avoir été mené sur des échantillons d’urine prélevés sur le terrain chez des animaux sauvages.
Dans un second article (Article II), je présenterai donc la mise au point de l'extraction et de
Pamplification d’ADN mitochondrial (ADNmt, région de controle) et nucléaire (microsatellites)
a partir d’échantillons d’urine récoltés sur le terrain (principalement dans la neige mais aussi sur
un tronc d’arbre), ses avantages et ses inconvénients.

L’utilisation d’échantillons non-invasifs nécessite certaines précautions. Les problémes de
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3.2. Au niveau du génotypage des échantillons

contamination et les précautions & prendre pour réduire ce risque, la préservation des échan-
tillons sur le terrain et jusqu’aux analyses génétiques, mais aussi les problémes de logistique et
de mise en place des méthodes non-invasives seront abordés et discutés.

3.2 AU NIVEAU DU GENOTYPAGE DES ECHANTILLONS

11 existe de nombreuses solutions afin d’éviter ou limiter les erreurs de génotypage & tous les
niveaux d’une analyse. Méme en optimisant les manipulations (voir Section 5.3, p.62), on obtient
des taux d’erreurs non négligeables. Les solutions proposées pour corriger « complétement » ces
erreurs sont 'extraction multiple (répétition des extractions pour un échantillon ; e.g. GOOS-
SENS et al. 2000) et 'amplification multiple (répétition des amplifications PCR pour un extrait,
NAvIDI et al. 1992). Ces deux solutions permettent de faire face a la variabilité (aléatoire) de
la quantité d’ADN dans les échantillons (e.g. KOHN et al. 1995), a la variabilité du rende-
ment d’extraction d’ADN pour un méme échantillon, et & ’apparition d’erreurs stochastiques de
génotypage lors de 'amplification PCR. D’autre part, il existe une certaine variabilité dans la
quantité et/ou qualité de PADN entre individus (e.g. GERLOFF et al. 1995, GAGNEUX et al.
1997, FRANTZEN et al. 1998). Ainsi, il est souvent nécessaire de récolter plusieurs échantillons
par individu quand cela est possible (voir par exemple GOOSSENS et al. 2000, GARNIER et al.
2001) afin de confirmer les résultats.

L’approche multi-tubes (ou approche a tubes multiples) , qui consiste & diviser un ex-
trait en plusieurs parties et a analyser séparément ces aliquotes (NAVIDI et al. 1992), semble
étre la solution la plus utilisée pour faire face aux erreurs stochastiques. Dans cette approche,
I’ensemble des résultats partiels forment un résultat consensus sur la base de ’apparition des
alléles. Les erreurs stochastiques n’apparaitront que partiellement dans les répétitions et seront
ainsi éliminées.

Cette approche multi-tubes proposée pour diverses méthodes mettant en jeu un typage par
PCR (NAVIDI et al. 1992) a été reprise et affinée par TABERLET et al. (1996) pour les microsa-
tellites. Ces auteurs préconisent une approche basée sur deux régles :

e Reégle 1 : on ne retient un alléle uniquement s’il apparait deux fois au cours des amplifica-
tions.
e Reégle 2 : pour identifier un homozygote, il faut que ’alléle soit identifié au moins 7 fois.

La premiére étape de la procédure consiste a réaliser trois amplifications. Si les résultats de
ces amplifications sont ambigus, c’est-a-dire si les résultats ne répondent pas aux régles précé-
demment citées, quatre expériences supplémentaires devront étre menées. Si aucune des deux
régles n’est satisfaite sur la totalité des amplifications, des amplifications supplémentaires de-
vront étre réalisées (voir FIGURE 3.1).

En revanche, I'approche multi-tubes, bien que trés efficace, peut s’avérer trés cotteuse. En
effet, dans la plupart des études, un nombre important d’échantillons sont récoltés (plusieurs
centaines par exemple) et doivent étre analysés. Ainsi le cout de génotypage microsatellite peut
étre multiplié par plusieurs facteurs et le cotit de I’ensemble de I'analyse génétique peut devenir
trés vite exhorbitant (voir TABLEAU 3.1). De plus, I'étude requierra plus de temps et plus de
volume d’extrait, ce dernier pouvant étre utilisé pour typer un plus grand nombre de loci (WAITS
et LEBERG 2000).
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Chapitre 3. Perspectives de travail et Plan du mémoire

Ainsi, il est absolument nécessaire de pouvoir tester la fiabilité des identifications individuelles
et de prévoir le nombre minimum de répétitions d’amplification par échantillon pour obtenir des
résultats d’un bon niveau de confiance avant d’entamer une étude génétique & grande échelle .

Dilution et division de l'extrait

|
3 PCRs

Alléles apparaissant au Certains alléles apparaissent
moins 2 fois sur les 3 PCRs qu'une seule fois =

Individu hétérozygote AB

'

4 PCRs supplémentaires

A —
Individu homozygote B
B ——————————————
A —_ —
Individu hétérozygote AB
B | == == — ——
A - - - Résultats ambigus aprés sept
B amplifications : expériences
supplémentaires requises

FIGURE 8.1 — Diagramme de la procédure o tubes multiples proposée par TABERLET et al. (1996) pour
obtenir un niveau de confiance supérieur & 99% pour chaque locus étudié (Modifiée d’aprés TABERLET
et al. 1996).

TABLEAU 8.1 — Codts approzimatifs (en euros) de génotypage microsatellites (estimation du codt des
consommables, hors fonctionnement) sans multiplex d’amplification mais avec 3 multiplez de charge.

Simple tube Tube multiple (8 répétitions)
1 échantillon 500 échantillons 1 échantillon 500 échantillons
1locus 10locus 1locus 10locus 1locus 10locus 1 locus 10 locus
Amplification 1,52 15,2 760 7600 12,16 121,6 6080 60800
Dépot sur gel 1,52 4,56 760 2280 12,16 36,48 6080 18240
TOTAL 3,04 19,76 1520 9880 24,32 158,08 12160 79040

Le nombre de loci utilisés est aussi un facteur & prendre en compte pour la fiabilité des
résultats. En effet, plus le nombre de loci est important plus la puissance d’identification est
importante (WAITS et al. 2001) mais en revanche plus la probabilité d’erreur dans les génotypes
multilocus est grande (WAITS et LEBERG 2000). Il faut donc trouver le nombre optimum de loci
nécessaire a une étude.
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Le troisiéme article (Article III) présentera ainsi le développement d’un logiciel informatique
(GEMINI) qui réalise ces prédictions (nombre d’amplification et nombre de loci). Dans un qua-
trieme article (Article IV), nous verrons que I’approche multitubes est trés efficace pour corriger
les erreurs de génotypage et je proposerai aussi une autre stratégie pour déterminer le nombre de
répétitions de génotypage microsatellite que celle donnée par le logiciel. Enfin, dans un cingiéme
article (Article V), 'approche utilisant le logiciel sera appliquée a un jeu de données réelles pour
vérifier la pertinence de notre approche et du logiciel.

3.3 AU NIVEAU DU TRAITEMENT DES DONNEES ISSUES DU GENO-
TYPAGE MICROSATELLITES

L’association du génotypage de loci microsatellites, devenu une technique de routine dans de
nombreux laboratoires, et de l'utilisation de nouvelles approches d’échantillonnage non-invasif
vont permettre d’obtenir des données en grande quantité. De plus, 1'utilisation de I’approche a
tubes multiples produit de nombreux génotypes pour une étude de population.

La production accrue de données nécessite ’analyse et le traitement de ces derniéres (LuI-
KART et ENGLAND 1999). Pmlusieurs taches d’analyses sont nécessaires (FIGURE 3.2).

M A A
TwYwww
&Eotypas Eon

!

SEStYyPEs Uhigues

individu 1 Individu 2 Individu B

Frag. all,, M, BT, parentd, effectit

FIGURE 8.2 — Illustration des tdches d’analyse génétique d’une population : échantillonnage, génotypage
multiple, construction des génotypes comsensus, tri et identification des génotypes uniques, calcul des
fréquences alléliques (Freq. all.), calcul des tauz d’hétérozygotie (H), calcul des probabilités d’identité
(PI), détermination des parentés possibles (parenté), estimation de la taille de population (effectif).
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Il faut ainsi pouvoir construire les génotypes consensus & partir des répétitions pour chaque
échantillon et chaque locus, estimer les erreurs de génotypage en comparant ces génotypes consen-
sus avec les résultats de chaque répétition, trier et classer les génotypes pour regrouper ceux qui
sont identiques, identifier des échantillons préalablement récoltés. La détermination des parentés
potentielles entre les individus & partir de leur génotype et d’autres informations démographiques,
le calcul et I'estimation de certains parameétes de populations (fréquences alléliques, hétérozygo-
tie, probabilité d’identité, taille de population) peuvent aussi étre réalisés a partir de ces données.

Dans ce contexte, j'ai développé un logiciel (GIMLET, Article VI) qui regroupe ces taches
principales d’analyse de génotypes microsatellites & partir d’un format de fichier « standard » en
biologie des populations (format GENEPOP, RAYMOND et ROUSSET 1995).

Dans le cadre de 'estimation de la taille de populations a partir des échantillons non-invasifs,
je présenterai une application de I'utilisation du logiciel GEMINI. En effet, plusieurs méthodes
mathématiques peuvent étre utilisées (modéles de capture-marquage-recapture ; courbe de raré-
faction ; voir section 6.2.2.2.3, p.84) pour estimer la taille de population en identifiant chaque
individu par leur génotype au cours d’une période de temps ot une ou plusieurs occasions de
capture sont réalisées. Dans le septiéme article (Article VII), j’étudierai donc les biais relatifs de
chaque méthode en fonction de certains parameétres comme 'effort d’échantillonnage, de la struc-
ture de la population (influencant la probabilité de capture des individus) ou du taux d’erreurs
de la détermination des génotypes.
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Deuxiéme partie

Optimisation des méthodes
non-invasives et du génotypage des
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Chapitre 4. Mise en place, optimisation et amélioration de I’échantillonnage non-invasif

L’échantillonnage est la premiére étape d’une étude de population. Elle est donc la premiére
étape a prendre en compte lorsque 'on veut améliorer ou optimiser une étude compléte.

Dans ce chapitre, nous verrons & partir d’'un exemple, comment ’échantillonnage non-invasif
peut étre utilisé pour étudier certains aspects de la biologie d’une population. L’étude du loup
en France constitue un bon exemple car, en France, ’échantillonnage ne peut se faire qu’indi-
rectement (voir Section 3.1). De plus, la présence d’individus Canis lupus dans une région peut
étre certifiée par I’analyse génétique via ’ADN mitochondrial & partir d’échantillons non-invasif.
Le séquencgage de régions de ’ADN mitochondrial permet d’identifier I’espéce et la population
d’origine de l'individu associé a I’échantillon analysé.

Nous verrons aussi la mise au point et le test d’une nouvelle source non-invasive d’ADN
(l'urine récoltée sur le terrain) qui peut venir compléter les autres sources déja dispobibles. Nous
discuterons enfin de la mise en place concréte de ’échantillonnage non-invasif sur le terrain.

4.1 UTILISATION DES ECHANTILLONS NON-INVASIFS DANS L’ETUDE
PRELIMINAIRE DE L’EXPANSION DU LOUP EN FRANCE ET EN
SUISSE PAR SEQUENGAGE DE ’ADN MITOCHONDRIAL (AR-
TICLE I)

Article 1

VALIERE N., FUMAGALLI L., GIELLY L., MIQUEL C., LEQUETTE B.,
POULLE M-.L., WEBER J- M., ARLETTAZ R., TABERLET P.

Long distance wolf recolonization of France and Switzerland inferred

from non-invasive genetic sampling over a period of 10 years

Accepté dans Animal conservation.

Cet article présente les résultats d’une étude préliminaire de la colonisation des loups en
France et en Suisse par I'identification spécifique en extrayant et séquengant I’ADN mitochondrial
a partir d’échantillons de féces, poils, tissus (individus morts) ou régurgitat. Méme si ’étude de
I’ADN mitochondiral peut étre limitée (transmission maternelle ; voir Section 1.3.2.1, p.22), elle
peut permettre de recueillir certaines informations, comme ici de certifier la présence d’une espéce
dans une région et de suivre I’évolution de sa distribution spatiale et temporelle. De plus PTADN
mitochondrial est présent en plus grande quantité dans les cellules (environ 1000 copies par
cellules par rapport a 2 copies par cellules). Les erreurs de génotypages sont susceptibles d’étre
moins nombreuses pour ’ADN mitochonrial que pour ’ADN nucléaire.

Notre étude a montré :

e Qu'il est possible d’identifier I'espéce (notamment de distinguer entre Renard roux Vulpes
vulpes, Chien Canis familiaris, et Loup et la lignée génétique ® pour la grande majorité des
échantillons non-invasifs.

e Que les échantillons de féces sont ceux qui donnent les meilleurs résultats d’amplification.

e Que les échantillons francgais et suisses appartiennent & la méme lignée génétique que les
échantillons italiens. Cet haplotype commun est facilement discernable parmi les autres
haplotypes de chiens de différentes races et de loups du monde entier.

e Que l'identification de ’espéce & partir de tels échantillons permet d’attester la présence du
loup dans une région donnée et ainsi fournir des informations préliminaires sur I’expansion

8Une lignée génétique peut étre définie sur la base d’un haplotype commun aux individus appartenant a cette
lignée.
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4.2. Mise au point et utilisation d’échantillons d’urine récoltés sur le terrain (Article IT)

de la population de loup dans les Alpes. Nos résultats sont compatibles avec I’hypothése
d’un retour naturel des loups en France et en Suisse a partir de I'Ttalie. Nos résultats peuvent
aussi montrer que les loups auraient colonisé les Alpes en deux étapes : une migration a
longue distance de quelques loups avant l'installation de meutes.

4.2 MISE AU POINT ET UTILISATION D’ECHANTILLONS D’URINE
RECOLTES SUR LE TERRAIN (ARTICLE II)

Article I1
VALIERE N., TABERLET P.

Urine collected in the field as a source of DNA for species and individual identification.
Molecular Ecology (2000) 9 : 2150-2152.

Cet article présente la mise au point et le test de ’extraction et de ’amplification d’ADN
mitochondrial et nucléaire & partir d’urine de canidés récoltée sur le terrain. Les échantillons pro-
viennent du Parc National du Mercantour et sont principalement de la neige imprégnée d’urine
de canidé (identification visuelle par les traces a proximité). Quelques morceaux d’écorce d’arbre
sur lequel un Canidé est suspecté d’avoir uriné ont aussi été récoltés. L’extraction est réalisée
grace a un kit commercial (QIAAMP DNA StooL, QIAGEN) aprés précipitation de PADN a
lacétate de sodium et & I’éthanol. L’amplification de PADN mitochondrial (D-Loop; amorces
L15995 et H16498) et nucléaire (microsatellites ; loci FH2140, FH2161, FH2050, FH2137, FH2096
et PEZ17) ont été réalisés afin de tester I'identification spécifique et individuelle & partir de ces
échantillons .

Les principaux résultats sont :

e Qu’il est possible d’extraire et d’amplifier de ’ADN mitochondrial et de le séquencer afin
d’identifier ’espéce (dans notre cas Chien ou Loup), & partir d’échantillons d’urine récoltés
sur le terrain,

e Qu’il est possible d’extraire et d’amplifier de ’ADN nucléaire et d’identifier des individus a
partir d’'un génotypage microsatellite, & partir d’échantillons d’urine récoltés sur le terrain,

e Qu’il pouvait y avoir plusieurs individus identifiés dans le méme échantillon d’urine,

e Que les taux d’erreurs dues a la faible quantité d’ADN (dégradé?) et/ou aux inhibiteurs
de réactions enzymatiques (comme l'urée) sont comparables a ceux trouvés pour les feces
et semblent étre trés variables d’'un échantillon a I’autre.

4.3 DISCUSSION

Lorsque 'on veut utiliser des méthodes non-invasives, il est primordial de prendre en consi-
dération plusieurs points avant d’engager un échantillonnage a grande échelle.

4.3.1 Meéthodologie et logistique

Si 'un des avantages des méthodes non-invasives est la possibilité de ne pas nécessiter 1'uti-
lisation de dispositifs particuliers, il est des cas ou des équipements spéciaux sont exigés. En
effet, des dispositifs particuliers pour prélever les poils sont nécessaires (voir FIGURE 2.1, p.32).
Ces dispositifs montrent une grande efficacité de prélévement de poils mais exigent de pouvoir
les placer en tous lieux de l'aire d’étude avec un minimum de temps et d’infrastructure. Dans
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certains cas cités ci-dessus, l'utilisation d’un hélicoptére, de systéme GPS (Global Positioning
System) et de techniciens expérimentés ont été nécessaires. Ces exigences sont de méme nature
que la logistique requise pour les captures et le piégeage d’animaux et les méthodes non-invasives
peuvent devenir aussi cotiteuses que ces méthodes, méme si le cotit propre des dispositifs peut
étre modique.

Dans ce type de protocole, il faut éviter 1'utilisation d’appét afin d’attirer les individus vers
le « piege ». En effet, I’appét en tant que « récompense » peut entrainer une réponse comporte-
mentale positive des individus, ce qui peut biaiser les estimations de taille de population par des
modeles de capture-repacture (OTIS et al. 1978). Il faut noter que cette réponse comportementale
est assez faible dans le cas de I’échantillonnage non-invasif de la martre d’Amérique (MOWAT et
PAETKAU 2002). Il est préférable de réduire la réponse comportementale en n’utilisant que des
appats odorants pour lesquels les individus n’obtiennent pas de récompense lors du passage dans
le dispositif (MOWAT et STROBECK 2001 ; L.Waits, comm. pers.) et de placer ces appats hors
d’atteinte des individus.

L’échantillonnage des poils fait apparaitre une limitation liée & 'origine exacte de chaque
poil. En effet, quand on préléve une touffe de poils sur les fils barbelés on prend le risque que
ces poils proviennent de plusieurs individus. Ainsi il est bien souvent nécessaire de réduire au
maximum le temps séparant les vérifications des piéges ou d’analyser un poil a la fois. Cette
derniére démarche n’est pas souhaitable car cela peut engendrer de faible taux de succés de PCR
et des erreurs de génotypages (voir GOOSSENS et al. 1998 ; Tableaux 2.1 et 2.2, pp.33,37). Les
échantillons d’urine présentent également le méme probléme de mélange d’individus. Il faut donc
récolter des échantillons pour lesquels on est stir qu’un seul individu est représenté en fonction
des traces laissé & proximiteé.

Certaines techniques nécessitent d’ailleurs I'observation des individus avant la récolte des
échantillons pour s’assurer que les échantillons appartiennent bien & un seul individu (voir par
exemple MORIN et al. 1993, 1994b, GAGNEUX et al. 1997, 1999 sur le chimpanzé; GARNIER
et al. 2001 chez le rhinoceros noir). Ceci est possible dans des populations qui tolérent la présence
de ’homme par exemple les deux communautés de chimpanzé suivies & Gombe en Tanzanie et
a Tal en Cote d’Ivoire. Les suivis comportementaux de ces deux communautés ont débuté il y
a 25 a 30 ans (BOESCH et BOESCH-ACHERMANN 2000) et les individus sont donc habitués a la
présence de I’homme.

4.3.2 Contraintes de structuration et de spatialisation

Certaines espéces sont difficiles & observer et /ou capturer car le milieu dans lequel elles vivent
est difficile & prospecter. S’il a été montré que les mammiféres marins peuvent étre échantillonnés
de fagon non-invasive (TIKEL et al. 1996, REED et al. 1997), ce milieu est de toute fagon tres
difficile & échantillonner, notamment & cause des trois dimensions a appréhender mais aussi a la
surface importante des territoires, par exemple, des mammiféres marins (AMOS et al. 1993). Dans
le cas particulier des mammiféres marins, il peut étre quelques fois nécessaire d’avoir recours a
des méthodes non-invasives partielles pouvant consister au prélévement & distance de morceaux
de peaux ou de tissus (e.g. VALSECCHI et al. 2002).

11 semble donc évident que U'intensité et le type (aléatoire, systématique) de I’échantillonnage
doivent étre ajutstés au type de terrain et a ’espéce étudiée. Dans le cadre de ’estimation de taille
de population par capture-marquage-recapture (CMR), les contraintes sont identiques a celles
que l'on peut trouver dans les techniques classiques de CMR (voir OTIS et al. 1978). MOWAT
et STROBECK (2001), MOWAT et PAETKAU (2002) et POOLE et al. (2002) utilisent pour leur
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échantillonnage de poils un quadrillage en cellules de 'aire d’étude et échantillonnent & U'intérieur
de chaque cellule. La surface de chaque cellule doit étre au moins aussi grande que le territoire
moyen des individus pendant la période d’étude, ceci afin d’optimiser les chances de « capturer »
un individu. Chaque cellule est systématiquement échantillonnée plusieurs fois, en espagant les
sites successifs d’une méme cellule (1 km dans le cas des grizzlys) afin de réduire le biais par
rapport & l'attirance des animaux par les appats. Dans certains cas, la topologie du terrain
oblige les expérimentateurs & adopter un échantillonnage curvi-linéaire car 1’échantillonnage ne
peut se faire que le long des voies praticables (voir par exemple KOHN et al. 1999 ou MOWAT
et PAETKAU 2002). Cette contrainte est commune pour tout échantillonnage surtout dans des
zones montagneuses et vallonnées.

Une des grandes contraintes vis & vis de I’échantillonnage est la présence d’une structuration
spatiale forte des échantillons associée & une structuration sociale. Le dépét de féces ou d’urine
peut ne pas étre aléatoire (voir LUCCHINI et al. 2002) et 'optimisation de I’échantillonnage passe
par une connaissance minimale des comportements de ’espéce a la fois pour optimiser la récolte
d’échantillons mais également pour pouvoir interpréter convenablement la distribution spatiale
et temporelle des indices. Les comportements de marquage (par exemple, défécation et urination)
liés a la stucture sociale peuvent influencer fortement la distribution des échantillons par rapport
aux territoires des animaux et par la fréquence de dépot des échantillons. Par exemple, GESE et
RUFF (1997) remarquent une intensification des marquages par les dominants lors de la période
de reproduction et & la périphérie du territoire chez le coyote. VILA et al. (1994) montrent que
les loups marquent davantage le long des chemins, de surcroit peu fréquentés par 'homme, ou
au niveau de monticules. Les dispositifs de capture de poils (FIGURE 2.1, p.32) sont aussi sujet
a de tels biais en fonction, par exemple, de la hauteur des fils barbelés. Certains individus, dont
la taille est inférieure & la hauteur des fils barbelés (donc en majorité des jeunes) passeront sous
les fils sans étre échantillonnés (WooODs et al. 1999, BOULANGER et MCLELLAN 2001). Une
hétérogénéité apparaitra ainsi au niveau de la probabilité de capture car certains individus seront
moins représentés dans les prélévements (LUCCHINT et al. 2002).

D’autre part, les régimes alimentaires ou le temps entre le « dépot » de I’échantillon par I’animal et
son prélévement par les biologistes peuvent influencer le taux de réussite des analyses génétiques
(GOOSSENS et al. 2000, MURPHY et al. 2000) et devra aussi étre pris en compte car il peut
varier en fonction des saisons (MAUDET et al. 0000, LUCCHINI et al. 2002).

Il convient donc de prendre en compte ces structurations et contraintes lors des analyses des
données car elle pourront avoir une influence sur les résultats (voir Article VI sur la taille de
population). Si aucune information n’est disponible sur I'espéce ou la population en question, il
faudra garder & ’esprit que ces facteurs peuvent influencer les analyses.
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Chapitre 5. Optimisation de Iidentification individuelle par génotypage microsatellite

Nous allons aborder dans ce chapitre un nouvel outil informatique dédié & I'optimisation de
I’approche multi-tubes afin de sélectionner au mieux le nombre de répétitions d’amplification de
PCR par échantillon et locus. Cet outil basé sur la simulation sera ensuite testé sur un jeu de
données réelles afin de mettre & I’épreuve la pertinence du modéle. Enfin, nous discuterons des
autres méthodes consacrées a la réduction et la limitation des erreurs d’identification individuelle
par génotypage microsatellite.

5.1 LE LOGICIEL GEMINI (ARTICLE III)

Article II1
VALIERE N., BERTHIER P., MOUCHIROUD D., PONTIER D.
GEMINI : software for testing the effects of genotyping

errors and multitubes approach for the individual identification.
Molecular Ecology Notes (2002) 2 : 83-86

Lors du génotypage des échantillons, on peut décider de réaliser une approche a tubes mul-
tiples pour pouvoir corriger les erreurs stochastiques. Néanmoins, cette approche peut augmenter
de facon considérable le cotit de I’étude car il faut dupliquer chaque amplification pour chaque
échantillon. Dans ce contexte, il ne s’agit pas de commencer une étude & grande échelle (plusieurs
centaines d’échantillons a analyser) sans étre sir que les résultats obtenus seront assez fiables
par rapport a la question que 'on se pose (TABERLET et al. 1999) ou de réaliser des opérations
inutiles. Il est donc nécessaire d’optimiser le nombre de répétitions par échantillon et par locus,
en trouvant un compromis entre colt et fiabilité des résultats.

La modélisation et la simulation peuvent étre utilisées pour appréhender ce nombre opti-
mal en faisant varier plusieurs parameétres (tels que les taux d’erreurs de génotypage, l'effort
d’échantillonnage, le nombre de loci, etc.) dans un modeéle. Elles peuvent aussi étre utilisées pour
tester l'effet des erreurs de génotypage, de l'effort d’échantillonnage et d’autres parameétres sur
les résultats d’identification individuelle. L’approche utilisée dans le logiciel GEMINI (Genoty-
ping Errors and Multitubes approach for INdividual Identification) est de simuler une analyse
génétique d’une population (échantillonnage, génotypage, analyse) et de faire varier certains
parameétres pour connaitre I'impact de ces variations sur les résultats.

GEMINI est articulé en trois modules (voir FIGURE 5.1) : un module de simulation de chaque
étape du modele, un module de simulation de tout le modéle (Batch) et un module d’analyse
des fichiers produits par GEMINI ou au format GENEPOP (RAYMOND et ROUSSET 1995).

5.1.1 Modéle utilisé dans GEMINI et paramétres

Le modele utilisé dans GEMINI reprend la démarche d’'une étude de population (FIGURE 5.2).
La population est dite fermée : il n’y a pas de migration, pas de décés, ni de naissance au cours
de la période d’étude de la population.

Les étapes du modéle sont les suivantes :

1. La création (aléatoire) des génotypes multilocus des individus d’une population & partir de
fréquences alléliques fixées par 1'utilisateur. Chaque alléle d’un individu est tiré aléatoire-
ment parmi les alléles existant dans la population. La probabilité du choix d’un alléle est
déterminée par les fréquences alléliques de cet alléle”.

%1es fréquences alléliques dans la population simulée ne seront égales aux fréquences alléliques fixées que si la
taille de population est infinie

54



5.1. Le logiciel GEMINI (Article III)

I G 'ﬁgtl‘lre

Module 3 : analyse des fichiers
issus de GEMINI ou de GENEPOP

Module 1 : simulation de
chaque étape du modéle
(population, échantillonnage,
génotypage) Module 2 : simulation de toutes les étapes
du modéle et test du nombre de
répétitions, test des conditions d'études,
test du seuil d'acceptabilité des alléles

4 e i

FIGURE 5.1 — Menu principal du logiciel GEMINI avec les trois modules de travail.

Création d'une population
par tirage aléatoire des alléles pour

chaque individu et chaque locus
- Population

chantillo
Tirage aléatoire des individus
échantillonnés

g Homozygote = Hétérozygote = Faux alléle

Paramétres d'une population
(taille, Fréquences alléliques)

Génotypes

Heétérozygote > Homozygote= Perte 4 alléle
Probabilités 4 ‘ereurs paramétrées par utilisateur

FIGURE 5.2 — Modéle de l’étude d’une population, utilisé dans le logiciel GEMINT .

2. Le tirage d’échantillons & partir de la population par tirage aléatoire des individus. L’échan-
tillonnage peut étre réalisé avec remise (modéle non-invasif strict ot un échantillon peut
étre récolté plusieurs fois au cours d’une occasion de capture) ou sans remise (un seul
échantillon récolté par individu et par occasion). L’échantillonnage peut étre composé de
plusieurs occasions de capture.

3. Le génotypage des échantillons avec l'introduction d’erreurs dans les génotypes de chaque
échantillon suivant les taux d’erreurs fixés par l'utilisateur. Un hétérozygote sur un locus
aura une certaine probabilité (définie par l'utilisateur) de devenir un homozygote par la
perte d’'un de ces alléles. Chacun des alléles d’un hétérozygote a une probabilité de %

d’étre perdu s’il y a une perte d’alléle du fait qu’aucune preuve ne soutienne I'hypothése

d’une perte ou d’une amplification préférentielle. Un homozygote sur un locus aura une
certaine probabilité de devenir un hétérozygote par la révélation d’un alléle surnumeéraire.

Pour simplifier le modéle, le faux alléle sera choisi parmi les alléles qui existent dans la

population. Les alleles ont la méme probabilité d’étre choisis. Le génotypage peut étre
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simple (une amplification par échantillon) ou multiple (plusieurs répétitions par échantillon
pour Papproche multi-tubes).

4. Le calcul de différents paramétres : fréquences alléliques, probabilité d’identité, hétérozy-
gotie, pourcentage d’identification correcte, taille de population.

Afin de simuler une analyse fidéle & celle que I’on souhaite réaliser, il est nécessaire de pouvoir
paramétrer certaines variables qui influenceront les résultats des simulations. Dans GEMINI, les
parameétres suivants peuvent étre fixés par 'utilisateur :

e nombre d’'individus dans la population
hétérozygotie observée dans la population
fréquences alléliques
nombre d’échantillons récoltés
nombre d’occasions de capture
type d’échantillonnage
probabilité de capture des individus
taux d’erreurs (perte d’alléle et faux alléles) pouvant étre différent entre locus
nombre de répétitions par échantillon pouvant étre différent entre locus.

5.1.2 Analyser les effets des erreurs et optimiser ’approche multi-tubes

Le module Batch (voir FIGURE 5.3) est le plus important pour 'utilisateur.

ol e (e AT P -

@27 cemiyy

. twares

Option permettant de tester S e -
les conditions d'une étude \ — - & Option permettant de tester

i i ek | le nombre de répétitions de
Option permettant de S —— génotypage par échantillon
déterminer les seuils alal et par locus afin de choisir le
optimums d'acceptation des | ——> =i Beeeli e |_'|ombre_ minimum pour une
alléles dans la construction identification individuelle

fiable

des génotypes consensus

A av

FI1GURE 5.8 — Menu du Module Batch de GEMINI montrant les trois tdches de ce module : Simulations
compleéte, Simulation pour plusieurs modalités de nombre de répétitions PCR et Test du seuil d’acceptation
pour la construction des génotypes consensus.

En effet, il permet de :

o Réaliser des simulations afin de tester les conditions d’une étude. L’utilisateur fixe tous
les parameétres cités ci-dessus et examine les résultats (e.g. pourcentage d’identifications
correctes'?, taille de population aprés génotypage comparée a celle simulée, fréquences
alléliques aprés génotypage). Il peut ainsi décider de la stratégie a adopter en comparant

plusieurs combinaisons de ces parameétres.

10cest-a-dire les cas ol le génotype déterminé est identique au génotype réel de I’échantillon
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o Tester 'approche multi-tubes et le nombre de génotypages par échantillon. Dans ce cas,
I'utilisateur fixe tous les parameétres comme ci-dessus a la différence que le nombre de
répétitions de génotypage peut varier entre deux bornes. GEMINI ne calcule dans ce cas que
le pourcentage d’identification correcte et affiche la relation de ce pourcentage en fonction
du nombre de répétitions (voir FIGURE 5.4). L’utilisateur peut donc choisir le nombre
minimum de répétitions & utiliser pour obtenir le maximum de fiabilité dans 'identification

individuelle.
[ =t i i g ——— o o PO o————— w1 i
Pourcentage
d'identification
correcte : =100% (99,8%)
d'identification
correcte
G
f s g i Ladt
Nombre de
répétitions de
| génotypage

FIGURE 5.4 — Résultats donnés par GEMINI aprés une simulation pour plusieurs modalités du nombre de
répétitions de génotypage par échantillon et par locus. On voit I’augmentation du pourcentage d’identifi-
cation correcte (ordonnées) en fonction du nombre de génotypages par échantillon (abscisses).

e Déterminer le(s) seuil(s) d’acceptabilité des alléles dans la construction des génotypes

consensus. Les génotypes consensus sont les génotypes construits a partir de plusieurs
répétitions de génotypage d’un échantillon. Pour chaque locus, le génotype consensus est
constitué par 1(es) allele(s) (au plus deux) qui apparaissent un nombre de fois supérieur a
un seuil d’acceptabilité (voir FIGURE 5.5).
Ce seuil doit étre choisi consciencieusement car il déterminera 'exactitude du génotype
consensus par rapport au vrai génotype de ’échantillon. 11 est 1ié aux taux d’erreurs fixés
dans les parameétres de génotypage. En effet, plus le taux de perte d’alléle sera élevé, plus
le seuil devra étre bas pour pouvoir retenir les alléles qui ont le plus souffert de la perte
d’alléle. De méme, plus le taux de faux alléles sera élevé, plus le seuil d’acceptabilité devra
étre élevé pour ne pas retenir d’éventuels faux alléles. Le programme teste chaque seuil
possible et détermine le seuil optimum sur la base du pourcentage d’identification correcte.
Le fichier de sortie contenant les seuils optimaux pour chaque condition sera alors utilisé
dans la tache décrite au point précédent afin que pour chaque modalité du nombre de
réplications de génotypage, on obtienne des résultats optimaux.

o7



Chapitre 5. Optimisation de I'identification individuelle par génotypage microsatellite

/\ Nombre d'apparition du pic de l'alléle 100 = 6
Piste 1 Nombre d'apparition du pic de l'alléle 104 = 4
Piste 2 /\ /\
Sélection des alléles du génotype consensus par
/\ rapport aux nombres dapparitions :
Piste 3
Si Nb(apparition) > seuil fixé = alléle retenu
/\ Si Nb(apparition) < seuil fixé = alléle non retenu
Piste 4
Piste 5 /\ /\ .
Seuil < 4 Seuil =5 0u 6
Piste 6 /\ / \
100 retenu (6 > 4) 100 retenu (6 > b)
/\ 104 retenu (4 = 4) 104 non retenu (4 < 5)
Piste 7 l
/\ 100 104  Génotypes consensus 100 100
Piste 8
100

F1GURE 5.5 — Exemple de construction d’un génotype consensus en fonction du seuil d’acceptabilité des
alleles. A gauche, sont représentés huit électrophorégrammes pour un échantillon et un locus. A droite,
sont expliquées les regles d’acceptabilité des alléles.

5.1.3 Analyse des données

Pour étudier les effets des erreurs et/ou de la correction de ces erreurs par I’approche multi-
tubes, sur l'analyse d’une population, GEMINI propose plusieurs analyses. Ces analyses sont
réalisées d’office dans le module Batch et peuvent étre réalisées a partir de fichiers de sortie
GEMINI ou GENEPOP.

Les différentes analyses sont :

e le calcul des fréquences alléliques, des hétérozygoties et des probabilités d’identité

e la taille de population

e les pourcentages d’identifications correctes, erronées et nouvelles.

Les deux premiers points seront décrits dans la section consacrée au logiciel GIMLET (Sec-
tion 6.2.2.2, p.77), car le module d’analyse n’est pas le point central de GEMINI. Cependant, le
troisiéme point n’est pas traité par GIMLET et sera donc expliqué ci-aprés.

Pour quantifier I'impact des erreurs et de leur correction sur la fiabilité d’identification d’in-
dividu, il faut s’intéresser a la proportion d’échantillons qui ont été correctement attribués aux

individus. Etant donné les génotypes des individus de la population, de ceux qui sont échan-
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tillonnés et enfin le résultat du génotypage, il est trés facile de calculer I'impact des erreurs sur
Iidentification des individus.

Les identifications correctes correspondent aux cas ou le génotype apreés un ou plusieurs
génotypage est identique au vrai génotype de I'individu échantillonné. Les identifications erronées
correspondent aux cas ol ces génotypes sont différents et ot le génotype erroné peut étre identifié
comme un autre individu de la population. Les nouvelles identifications correspondent aussi a ce
cas a la différence que le génotype ne correspond & aucun individu connu de la population. Ce
génotype sera donc attribué & un individu « virtuel » n’existant pas dans la population.

5.2 APPLICATIONS DE GEMINI

5.2.1 Nombre de répétitions et nombre de loci a utiliser dans une étude :
détermination et illustration par la simulation (Article IV)

Article IV
VALIERE N.
The use of multitubes approach for microsatellite identification :

number of genotyping repetitions and number of loci
Animal Conservation (PREVISION DE SOUMISSION)

Dans cet article, je présente des résultats de simulations effectuées avec GEMINI pour illustrer
I'importance de ’approche multi-tubes afin de corriger les erreurs stochastiques de génotypage.
La correction totale des erreurs de génotypage nécessitent plus ou moins de répétitions de PCR
suivant le taux d’erreurs. Les résultats issus de GEMINI permettent facilement de choisir le
nombre minimum de répétitions a réaliser pour avoir des identifications fiables en construisant
le graphique entre le nombre de répétitions et le pourcentage d’identification correcte.

En plus du nombre de répétitions nécessaires & une identification fiable des échantillons, le
nombre de loci étudiés est aussi trés important. En effet, les simulations montrent que quand
on utilise moins de loci, on diminue aussi le taux d’erreur dans les génotypes multilocus. Ceci
est expliqué par le fait que la probabilité d’erreur sur un génotype multilocus est diminuée si ce
génotype est construit avec un nombre restreint de locus. Une approche pour I'identification des
échantillons est donc d’identifier un individu locus aprés locus et non sur tous les loci. Un échan-
tillon est attribué & un individu si le nombre de loci communs entre 1’échantillon et I'individu est
plus important que pour les autres individus. On augmente ainsi la proportion d’identification
correcte mais ces identifications se font aussi sur un nombre de loci moins important, car on retire
par cette procédure les loci ot une erreur s’est produite. Il faut donc prendre des précautions si
on utilise cette approche.

Je propose également dans cet article une autre démarche qui peut étre utilisée pour tester le
nombre de répétitions. Cette démarche (FIGURE 5.6) consiste a réaliser le génotypage multiple
de plusieurs échantillons grace au systéme de loci & notre disposition. Le nombre de répétitions
par échantillon et locus doit étre suffisamment grand (par exemple 12) pour assurer la validité
de Vapproche. A partir des résultats de génotypage, il suffit de ré-échantillonner, pour chaque
échantillon testé, les génotypes multiples en ne retenant que deux, trois, quatre, etc. génotypes
a partir desquels nous allons construire un génotype consensus. En comparant ce génotype avec
le génotype consensus construit & partir de toutes les répétitions, nous allons pouvoir évaluer
le nombre minimum de répétitions par échantillon ou la proportion de génotypes consensus
identique aux génotypes issus de toutes les répétitions est maximum.
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FIGURE 5.6 — Principe de la démarche pour tester le génotypage multiple pour un échantillon et un
locus. Elle consiste a génotyper 'échantillon plusieurs fois, puis de ré-échantillonner ces génotypes pour
construire des génotypes consensus. En comparant ces génotypes consensus avec le génotype consensus
issu de toutes les répétitions, on peut évaluer I’approche multi-tubes.

Cette approche différe de I'approche utilisant GEMINI dans le sens ou elle est basée unique-
ment sur des résultats réels. L’approche de GEMINI n’utilise elle qu'une partie des résultats de
Pétude préliminaire (fréquences alléliques, taux d’erreurs) pour réaliser des simulations. Néan-
moins, "approche décrite dans I’Article IV ne permet pas de tester les effets combinés des erreurs
de génotypages, de I’échantillonnage sur les résultats (ce que peut faire GEMINI), mais permet
uniquement de déterminer le nombre de génotypages requis pour chaque échantillon.

Ma méthode différe également des méthodes proposées par MORIN et al. (2001) ou MILLER
et al. (2002).

La méthode de MILLER et al. (2002) consiste & estimer la vraisemblance du génotype d’un
échantillon aprés une premieére série de réplications. Cette vraisemblance est calculée en décrivant
un modéle pour les erreurs et en introduisant les fréquences alléliques, le taux d’hétérozygotie et
le taux d’erreurs. Ensuite, en fonction de la vraisemblance du génotype, on pourra déterminer le
nombre de réplications qu’il sera nécessaire de refaire pour cet échantillon.

MORIN et al. (2001) proposent aussi une approche complétement différente sur I’estimation
de la fiabilité de génotypage et la prévision du nombre de réplications & effectuer. Cette approche
est basée sur le dosage de ’ADN contenu dans les échantillons. Pour doser I’ ADN dans des échan-
tillons de féces, il est nécessaire d’utiliser une technique particuliére. En effet, ’ADN exploitable
contenu dans un échantillon de féces peut étre de deux origines principales : 'ADN de I’hote
(celui que I'on veut doser) et celui provenant de bactéries du tractus digestif. Les techniques de
dosage classiques (par une coloration dont 'intensité est proportionnelle a la quantité d’ADN
contenu dans l’extrait) permettent seulement de doser PADN total. Il faut en fait pouvoir doser
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uniquement I’ADN de I’héte. Pour cela, on peut utiliser la réaction de PCR afin de cibler le do-
sage grace a des amorces spécifiques de ’hote. La méthode utilisée dans MORIN et al. (2001) est
basée sur la PCR quantitative qui permet de quantifier la concentration de ’'ADN amplifié tout
au long d’une réaction PCR (voir JANSSEN 2001). Une fois les échantillons dosés, ces derniers
sont classés en fonction de leur concentration d’ADN et un nombre de répétitions de PCR leur
est attribué.

Les différences entre ces méthodes et mon approche et les points critiques sont les suivants :

e mon approche est basée sur I’ensemble des échantillons et non sur chacun d’entre eux.
Les méthodes de MORIN et al. (2001) et MILLER et al. (2002) doivent étre vues plus
comme des méthodes de « suivi » de chaque échantillon (respectivement par dosage de
I’ADN hote et par le calcul de la vraisemblance du génotype obtenu pour I’échantillon)
pour savoir combien de répétitions il est nécessaire de réaliser. Mon approche analyse
un lot d’échantillons pour pouvoir déterminer le nombre moyen de répétitions nécessaires
sur cet ensemble afin de ’appliquer a tous les échantillons a analyser. Cela peut étre un
inconvénient surtout si le taux d’erreurs est trés variable entre les échantillons.

e mon approche n’est pas sensible & 'estimation des fréquences alléliques ou aux écarts de
ces fréquences par rapport a 1’équilibre de Hardy-Weinberg, et serait moins sensible & la
variation du taux d’erreurs entre loci, par rapport a la méthode de MILLER et al. (2002)
dans I’état actuel de la méthode (C.MILLER, comm. pers).

e la méthode de MILLER et al. (2002) nécessite de manipuler & plusieurs reprises les échan-
tillons jusqu’a ce que la vraisemblance soit significative. Le fait de multiplier les manipula-
tions (au méme titre que I’approche de TABERLET et al. 1996, p.3.1), peut faire augmenter
le risque de contamination ou d’échanges entre les échantillons.

e mon approche ne nécessite pas de matériel particulier comme thermocycleur particulier
pour la PCR quantitative (voir JANSSEN 2001) comme dans I’approche de MORIN et al.
(2001).

e les résultats de MORIN et al. (2001) ont été présentés sur la base de 'amplification d’une
portion de 81 bp d’'un géne nucléaire. Or cette taille de fragment n’est pas forcément celle
des microsatellites (taille entre 100 et 250 bp par exemple). Il faudra faire trés attention
quant & la translation des régles présentées par MORIN et al. (2001) et il est préférable de
refaire des tests sur chaque systéme de loci et d’échantillon & analyser.

5.2.2 Deétermination du nombre minimum de répétitions du génotypage :
applications aux données de GARNIER et al. (2001)

Article V

VALIERE N., PONTIER D., GARNIER J.N., GOOSSENS B.
Computer simulations to predict identification consistency
using noninvasive sampling and the multitubes approach
Conservation Genetics (SOUMIS)

Les résultats des simulations conduites dans GEMINI sont-ils probants quand il s’agit de
déterminer le nombre minimal de répétitions (NMR) a réaliser 7 Ce point peut étre résolu en
illustrant 1'utilisation de GEMINI sur un jeu de données réelles. Le jeu de données doit autoriser
le test des résultats issus de GEMINI en permettant la détermination de l'effet réel des erreurs
et de la correction de ces erreurs. J’ai utilisé les résultats de génotypage d’une communauté de
35 rhinocéros noirs (Diceros bicornis) au Zimbabwe (GARNIER et al. 2001). Ces auteurs ont
réalisé un échantillonnage non-invasif et I’approche multi-tubes pour identifier génétiquement les
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individus de la communauté. Ce jeu de données est composé de tous les résultats des génotypes
pour chaque répétition et pour chaque échantillon (soit de 6 & 15 amplifications par échantillon
et par locus) de crottes de rhinocéros sur 6 loci microsatellites.

A partir de ces données, les deux points suivants sont traités :

e La détermination de la relation réelle entre le nombre de répétitions de génotypage et la
fiabilité de l'identification en appliquant un ré-échantillonnage des données brutes pour
chaque modalité du nombre de répétitions,

e La réalisation des simulations avec GEMINI en utilisant des estimations de taux d’erreurs
et des fréquences alléliques issus des données brutes, puis la comparaison avec les résultats
du point précédent.

L’étude a permis de montrer :

e que la réalisation d’au moins quatre répétitions de génotypage par échantillon et par locus
sont nécessaires pour pouvoir avoir un niveau de fiabilité d’identification de 100% dans
cette étude. GARNIER et al. (2001) ont réalisé au moins six répétitions par échantillon et
locus ce qui était donc largement suffisant pour identifier les individus et les paternités
dans la communauté de rhinocéros.

e que le programme GEMINI permet de déterminer le NMR avec une bonne adéquation avec

les résultats des données réelles. En effet, la relation simulée entre le nombre de réplications
de PCR et le pourcentage d’identifications correctes correspond a la relation issue des
données réelles. De petites différences apparaissent quand on utilise uniquement une seule
réaction de PCR. Ces résultats montrent que le modeéle d’apparition des erreurs dans les
génotypes multilocus utilisé dans GEMINI est assez proche de ce qu’il se passe en réalité.
La pertinence du modéle utilisé dans GEMINI permet de prédire le nombre minimum de
répétitions de PCR & réaliser afin d’obtenir des résultats fiables. Les écarts entre le modéle
et les données réelles produisent toujours des prédictions donnant des NMR, supérieurs ou
égaux aux NMR déterminés & partir des données réelles.
Une approche est donc proposée afin de déterminer ce NMR. Une étude pilote doit étre
réalisée afin d’estimer les taux d’erreurs et les fréquences alléliques. Puis, a partir de ces
données, des simulations sont réalisées afin de déterminer le NMR (e.g. plus petit nombre
de répétitions correspondant & un pourcentage d’identification correcte supérieur a 99%)
pour chaque locus et chaque échantillons.

5.3 L’OPTIMISATION DU GENOTYPAGE A D’AUTRES ETAPES DE
L’ANALYSE

Les limites de l'utilisation d’échantillons non-invasifs liées & la quantité, la qualité et la pré-
sence d’inhibiteurs dans les extraits ne sont pas des obstacles infranchissables. S’il est possible de
corriger les erreurs de génotypage, il est aussi nécessaire de prévenir les erreurs lors de certaines
étapes d’une étude génétique.

5.3.1 Conditions de récolte et de préservation des échantillons

Le plus grand risque encouru lorsque I'on récolte des échantillons non-invasifs sont les conta-
minations. Ces contaminations peuvent provenir d’autres échantillons ou provenir de ’expéri-
mentateur. Les conditions de récolte des échantillons non-invasifs sont donc extrémement impor-
tantes et il est nécessaire de prendre le maximum de précautions (port de gants ou utilisation
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d’« outils », changement des gants ou des outils entre chaque récolte). Pour la récolte de feces,
de simples morceaux de bois peuvent suffire & récolter 1’échantillon sans le toucher. Néanmoins,
il est possible d’utiliser un sac plastique comme un gant afin de prélever un morceau sans risque
de contamination. Les féces peuvent étre transférées ensuite dans des pots en plastique pour
faciliter la manipulation lors des analyses génétiques. Pour les poils, de petites pinces (type
pinces a épiler ou pinces fines) peuvent étre nécessaires afin de limiter les contaminations par
I’expérimentateur ou par d’autres échantillons et simplifier la manipulation car les poils peuvent
coller au gants en latex. Les pinces devront étre briilées entre chaque utilisation afin d’éviter les
contaminations. Chaque poil devra étre récolté et conservé séparément sauf si I’on est sir que
ces poils proviennent du méme individu.

Le délai entre le dépdt de l'indice et la récolte est un point important pouvant influencer la
qualité de ’ADN contenu dans les échantillons (MURPHY et al. 2000, LuccHINI et al. 2002). Ce
délai devra étre le plus court possible pour limiter I’exposition de I’échantillon aux intempéries
et aux autres facteurs pouvant influencer la qualité de I’ADN (e.g. humidité). Pour les féces, on
peut estimer le temps passé par I’échantillon grace a son état (sec, entier ou morcelé; LUCCHINI
et al. 2002). On pourra envisager de ne pas traiter les échantillons qui seront considérés comme
trop dégradés.

Une fois les échantillons récoltés, ils doivent étre conservés et préservés. Le mode de préser-
vation est trés important car il va avoir une influence sur la qualité et la quantité d’ADN présent
dans I’échantillon et donc sur les résultats des analyses génétiques (MURPHY et al. 2000). Dif-
férentes méthodes de préservation sont disponibles. Il a été montré que les billes de SiLica
GEL (dessicateur ; BLAUGEL, Roth, GmbH ; environ 7 volumes de SiLICA GEL pour un volume
d’échantillon) sont tres efficaces et trés pratiques sur le terrain (WASSER et al. 1997, MURPHY
et al. 2000), méme si des solutions de tampons peuvent étre aussi trés efficaces (comme le DET :
DMSO/EDTA /Tris/Salt ; FRANTZEN et al. 1998). En revanche, la manipulation d’une solution
liquide peut s’avérer moins pratique sur le terrain. D’autre part, en utilisant un tampon, on
augmente le risque de contaminations survenues lors de la préparation du tampon ou dues a
la dégradation des poils (libération d’ADN) contenus dans les féeces (WASSER et al. 1997). Les
échantillons peuvent étre traités, dans le cas des féces, a I’étuve ou au lyophilisateur afin d’éli-
miner toute trace d’humidité et donc de risque de moisissure et de présence d’ADN bactérien
dans les échantillons (MURPHY et al. 2000)''. En revanche, cette manipulation augmente les
risques de contamination et peut éventuellement entrainer la dégradation de '’ADN dans le cas
de ’étuvage (voir TABLEAU 2.1, p.33). Il est alors conseillé de traiter les échantillons pour une
conservation & long terme qu’une fois ceux-ci analysés.

En ce qui concerne les poils, ils peuvent étre simplement préservés a long terme dans une
enveloppe de papier, également trés pratique sur le terrain. Les enveloppes peuvent étre conser-
vées & température ambiante, éventuellent dans une boite avec du SiLicA GEL afin de limiter
I’humidité de l'air. En revanche, dans certains cas, I’extraction d’ADN doit étre effectuée le plus
rapidement possible car les cellules des bulbes séchent et peuvent se décrocher du poil ce qui
limite ’application des analyses génétiques (TABERLET P., comm. pers.). Néanmoins, des poils
peuvent aussi étre conservés trés longtemps (10 ans) en donnant de bon résultats lors de ’am-
plification de microsatellites (D.PONTIER et L.SAY, comm. pers.). Dans ce dernier cas, il est

HNotons qu'il peut étre envisagé, s'il est possible, de laisser les échantillons de crottes au congélateur -80°C
pendant une semaine afin d’éliminer les risques de contamination par les larves d’Echinococcus multilocularis
contenues dans certaines féces de carnivores sauvages ou domestiques (F.RAOUL, comm. pers.)

63



Chapitre 5. Optimisation de Iidentification individuelle par génotypage microsatellite

vraisemblablement nécessaire d’avoir obtenu une assez grande quantité de poils.

Dans le cadre de la récolte d’échantillons, il est impératif qu'une collaboration entre les gé-
néticiens et les personnes sur le terrain s’installe. Cette coopération est utile au niveau de trois
points : (7) aider les généticiens & analyser le maximum d’échantillons, (i) faire connaitre les
contraintes de terrain aux généticiens pour qu'ils n’exigent pas I'impossible, et (744) faire connaitre
aux gens de terrain (souvent déconnectés du monde de la génétique) les exigences et les abou-
tissants des méthodes génétiques appliquées aux échantillons récoltés afin de les sensibiliser aux
précautions qui doivent étre prises lors de 1’échantillonnage. Par exemple, il faudra choisir la
meilleure période pour échantillonner. En effet, les conditions de terrain peuvent étre particu-
liéres pour certaines saisons (hauteur de neige par exemple) et il est nécessaire de connaitre ces
conditions pour pouvoir échantillonner au mieux. D’autre part, le rendement d’extraction d’ADN
peut varier suivant le régime alimentaire de I'animal étudié (M. MURPHY, comm. pers.) et donc
de la saison (MAUDET et al. 0000). Ainsi, le génotypage microsatellite effectué sur des feces
d’hiver est significativement plus fiable que pour des féces de printemps dans le cas d’ongulés de
montagne. Il est donc trés important de comparer et de tester ce qu’il est possible de faire sur le
terrain et au laboratoire avant d’entamer une étude.

5.3.2 Extraction A’ADN

Le principe de l'extraction est de briser les membranes cellulaires, libérant PADN qui est
ensuite récupéré. L'utilisation de kits développés a cet effet est de plus en plus répandue (DNA
TissUE KIT ou DNA StooL KiT de QIAGEN, GmbH, Germany) car d’une part ils possédent
des protocoles bien définis et optimisés et d’autre part, ils ne nécessitent pas la préparation
de solutions, minimisant notamment le risque de contamination (CONSTABLE et al. 2001). Il
faut noter en revanche que les tubes du fournisseur peuvent contenir de ’ADN contaminant
d’origine humaine (SCHMIDT et al. 1995) et il faudra faire des tests si ’on analyse des échantillons
contenant une quantité extrémement faible d’ADN (os fossiles ou tissus de musée). Le choix d'une
méthode ou d’un kit adaptés au type d’échantillon est treés important. Le kit dédié & I'extraction
de 'ADN contenu dans les féces fourni par QIAGEN donne des résultats bien meilleurs que
I'utilisation du kit Tissu. Avec ce dernier on pouvait extraire de 'ADN & partir des féces en
modifiant légérement le protocole (notamment en multipliant quatre fois les volumes des tampons
dans les premiéres étapes du protocole). Le DNA STtooL KiT de QIAGEN permet de limiter la
présence d’inhibiteurs des réactions enzymatiques dans l'extrait avec l'utilisation de pastilles
INHIBITEX™M (résine) qui permettent de fixer les inhibiteurs. Les résultats obtenus sont assez
convaincants (voir FIGURE 5.7), permettant 'amplification d’ADN & partir d’échantillons dont on
ne pouvait amplifier de ’ADN avec le protocole « Tissu » et permettent ’amélioration importante
de la qualité d’amplification pour d’autres échantillons.

Meéme si la méthode utilisant le CHELEX (résine chélateur, WALSH et al. 1991) est le protocole
le plus utilisé pour les poils, les kits commerciaux DNA Tissue KiT (QIAGEN) ou DNEasy”™™
BrLooD KIT (QIAGEN) peuvent étre utilises (MOWAT et PAETKAU 2002, POOLE et al. 2002;
C.MAUDET, comm. pers.). On dit souvent que les techniques les plus simples sont parfois les
meilleures. VIGILANT (1999) a montré que Uextraction d’ADN & partir de poils en utilisant sim-
plement une digestion avec de la protéinase K dans un tampon de PCR (ALLEN et al. 1998) a un
succes d’amplification (nombre de PCR positives) légérement supérieur (mais non significatif)
que pour le protocole du Chelex. Le protocole utilisé par VIGILANT (1999) permet l'extraction
simple de PADN d’un poil et 'utilisation de 1/200éme de I'extrait pour une réaction PCR. Ceci
autorise donc de nombreuses réactions PCR (génotypage par exemple) a partir d’un seul poil.
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FIGURE 5.7 — Photo de gel d’agarose 1,6% montrant les résultats d’amplification de I’ADN mitochondrial
a partir d’échantillons de féces de loup. Les conditions de PCR sont identiques entre les différentes
modalités d’extraction : DNA STOOL KIT (& gauche) et le DNA Tissue KIT (& droite).

Une solution simple pour améliorer la quantité d’ADN extrait serait d’augmenter la quantité
d’échantillon & partir duquel on va extraire ’ADN. En revanche, cette démarche comporte des
limitations. Pour les féces, augmenter la quantité de matiére fécale dans les extractions signifient
aussi augmenter la quantité d’inhibiteur de PCR dans ’extrait et ceci n’est pas intéressant méme
en utilisant le DNA StoorL KiT (QIAGEN). D’autre part, dans le cas des poils, augmenter leur
nombre ameéliore beaucoup les résultats d’amplification (voir GOOSSENS et al. 1998) mais on
augmente parallelement les risques d’avoir des poils d’individus différents dans le cas ou l'on a
aucun renseignement sur ’origine des échantillons. Ainsi, ’augmentation du nombre de poils par
extraction est faisable quand on sait si les poils proviennent du méme individu, ce qui n’est pas
toujours le cas pour les techniques d’échantillonnage non-invasif strict.

5.3.3 Amplification

Les conditions des PCR (températures d’hybridation, concentrations des réactifs) doivent
étre impérativement testées et optimisées afin d’obtenir le meilleur rendement d’amplification et
de meilleurs profils microsatellites. Par exemple, la température d’hybridation doit étre conve-
nablement déterminée en partant de la température donnée par les auteurs ayant développé les
amorces ou en la calculant & partir de la composition en bases des amorces. Dans le cas d’ex-
trait avec de PADN dégradé, on peut diminuer légérement la température d’hybridation afin
de favoriser ’ancrage des amorces a cet ADN. En revanche, si la température est trop basse,
cela peut aussi augmenter les risques d’amplification d’ADN qui ne serait pas la cible voulue
puisque les amorces pourront s’hybrider avec de ’ADN dont la séquence ne sera pas totalement
complémentaire des amorces (BIRCH et al. 1996).

Le nombre de cycles de PCR est aussi un paramétre extrémement important. En effet, il faut
généralement augmenter le nombre de cycles de PCR pour des échantillons de féces ou de poils
par rapport & des échantillons de tissu. En revanche, un trop grand nombre de cycles PCR ne
donne pas toujours de meilleurs résultats et peut aussi augmenter le risque d’amplification de
contaminants présents en trés faible quantité. Si le nombre de cycles est trop important, la réac-
tion de PCR n’est plus productive car la polymérase n’est plus en mesure de polymériser les copies
d’ADN a cause de la perte de son activité. Il est donc impératif d’utiliser une polymérase qui garde
sa fonction le plus longtemps possible. L'utilisation de ’AMPLITAQ GoLd”™ (PERKIN ELMER)
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peut étre une solution. Cette polymeérase est inactive a température ambiante et n’est active que
quand la température atteint 95°C. Il a été montré (BIRCH et al. 1996, KEBELMANN-BETZING
et al. 1998) que cette polymérase peut avoir un activité fonctionnelle durable, et qu’elle améliore
ainsi la sensibilité (meilleure amplification méme dans le cas de petite quantité d’ADN) et la
spécificité (amplification de I’ADN cible), tout en étant simple & utiliser (on ajoute un cycle sup-
plémentaire d’activation de la polymeérase). L'utilisation du BUFFER GOLD (PERKIN ELMER)
ne semble pas améliorer la sensibilité de cette polymérase : j’ai effectué des tests qui montrent
une intensité moins importante des bandes amplifiées sur des échantillons de féces avec deux loci
microsatellites (voir FIGURE 5.8). Ceci peut étre di au fait que le BUFFER GOLD améliore la
spécificité de I’hybridation ce qui ne constiturai pas une amélioration pour des extraits d’ADN
dégradé déja en faible quantité.

QIAGEN a développé une autre polymérase (HOTSTAR TAQ) associée avec un tampon (Q BUF-
FER) qui devait permettre de mieux amplifier des petites quantités d’ADN. Néanmoins, les ré-
sultats de tests que j’ai effectués montreraient qu’effectivement cette polymérase et ce tampon
donnent de meilleurs résultats de sensibilité (voir FIGURE 5.8 et TABLEAU 5.1), mais que cela
n’apporte que trés peu d’amélioration au niveau des erreurs de génotypage sur plusieurs loci
(voir TABLEAU 5.1). Ces résultats sont néanmoins a confirmer sur un nombre plus grand de
replications.

FH2054 : FH2161
AMPLITAG GoLo™ ‘ AMPLITAG GoLD™

NG6NGNGNGNGNG' N6NGNGBGNGNGNG6

FH2054 FH2161
HOTSTAR TAQ™ 1 HoTSTAR TAQ™

NQNQNQNQNQNQ'NQNQNQNQNQNQ

FIGURE 5.8 — Photo d’un gel d’agarose 1,6% comparant les intensités des bandes entre des réactions
d’amplification (conditions identiques) d’ADN d’un extrait de féces sur deux marqueurs microsatellites
avec I’AMPLITAQ GOLD (en haut) et la HOTSTAR TAQ (en bas) . N : utilisation du buffer « standard » ;
G : utilisation du BUFFER GOLD ; @ : utilisation du () BUFFER.

Notons que 'utilisation de la polymérase T4 aprés la PCR (e.g. GINOT et al. 1996) peut per-
mettre d’éliminer les ajotits d’une base a la fin des fragments par la Taq Polymerase. Cet ajott
d’une base en fin de fragment dépend de la composition des amorces (BROWSTEIN et al. 1996)
et peut engendrer des problémes d’interprétation des gels et des profils microsatellites (créant
des pics supplémentaires dans les profils). Ainsi, en éliminant ces « erreurs » on peut clarifier les
profils ce qui peut étre trés utile quand on a des électrophorégrammes trés peu intenses et o les
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TABLEAU 5.1 — Comparaison d’amplification de microsatellites en utilisant différentes polymerases : la
HOTSTAR TAQ de QIAGEN (55 cycles d’amplification) et I’AMPLITAQ GOLD de PERKIN ELMER (60
cycles d’amplification). Le tableau donne les tauz de succés d’amplification (P+%) et de perte d’alléle

(ADOY%) pour un échantillon de féces et 10 loci. "-" I’échantillon est homozygote au locus en question.
¥ = données pour 45 cyles d’amplification
HoTSTAR AMPLITAQ

P+% ADO% P+% % ADO%

FH2140 100%* 100%* 100% 0%

PEZ17 88%* 0%*  100% 25%
FH2050 75% 33% 13% 100%
FH2137 100% 50%  100% 63%
FH2096 100% 0% 100% 0%
FH2199 0% - 0% -
FH2054 100% - 38% -
FH2247 100% 13% 0% -
FH2289 88% 0% 0% -
FH2356 50% - 0% -

profils sont brouillés.

5.3.4 Précautions lors de ’extraction et de ’amplification

Parce que les échantillons non-invasifs ne contiennent qu’une trés faible quantité d’ADN, il
faut faire trés attention aux problémes de contamination. Ces contaminations peuvent notam-
ment étre réalisées lors des étapes d’extraction et d’amplification. Plusieurs régles de conduite
sont nécessaires pour éviter ces contaminations (Kwok et HiGUsHI 1989). Les plus simples sont
de s’assurer de la stérilité et de la propreté de tous les ustensiles et matériel (pipettes, pinces,
tubes etc.) en les nettoyant a la javel ou en les passant a I’étuve, mais aussi les paillasses sur
lesquelles sont réalisées les manipulations (lavage a la javel ou exposition a la lumiere UV, voir
SARKAR et SOMMER 1990). Il faudra aussi utiliser des pointes a filtre pour les pipettes, des
lames de scalpel & usage unique (une par échantillon). La précaution la plus contraignante est la
séparation des piéces d’extraction d’ADN concentré (ou seront traités les échantillons de tissus,
de sang) et les pieces d’extraction d’ADN non concentré (ou seront traités les échantillons de
poils, de féces). Cette contrainte doit étre mise en place pour éviter toute contamination d’ADN
concentré vers des échantillons d’ADN non concentré. De plus, pour la méme raison, il est né-
cessaire de séparer les piéces de manipulations pré-PCR (ADN non concentré) et des piéces de
manipulations post-PCR (ADN concentré car amplifié). Dans la salle post-PCR, peuvent étre
traités tout type d’échantillons d’ADN puisque tous seront « concentrés en ADN ». Pour mi-
nimiser les risques de contamination, des habitudes de comportement devront ainsi étre prises
avec une certaine discipline, par exemple ne pas travailler dans une piéce & ADN non concentré
aprés avoir travaillé dans une piéce pour ADN concentré (voir FIGURE 5.9). Dans les cas extréme
d’échantillons difficiles (os et tissus anciens), les piéces peuvent étre équipées d’un systéme de
surpression et de lampe a UV pour décontaminer I’ensemble de la piéce.

Enfin, les risques de contaminations ne peuvent étre abaissés a zéro et il est nécessaire de
controler les possibles contaminations au cours des manipulations. Ainsi, des « controles négatifs »
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Salles pré-PCR

Salle « poils-féces » < o | Salle « tissu »
[

Extraction PCR > Extraction PCR

FIGURE 5.9 — Exemple de configuration des salles de manipulations et des échanges autorisés ou mon
entre ces salles. Une salle supplémentaire pour les échantillons « anciens » (échantillons fossiles ou de
musée) peut étre ajoutée séparément des autres

Salle(s) post-PCR

Amplification, électrophorése,
séquenceur..

doivent &tre faits en réalisant les manipulations sans ajouter d’ADN dans le tubes. Ces tubes
doivent étre placés en dernier dans la série pour qu’il reflétent I’ensemble de la manipulation.
Dans ces tubes, seuls les produits contaminants seront éventuellemnt amplifiés (preuve d’une
contamination) et identifiés. Des « controles positifs » (pour les PCR) peuvent étre réalisés en
ajoutant, au lieu de 'ADN étudié, un volume d’extrait d’ADN dont on sait qu’il a déja été
amplifié auparavant afin de s’assurer que les tubes contiennent les réactifs adéquats.

5.3.5 Choix des marqueurs

Le nombre et le choix des locus microsatellites utilisés pour I'identification individuelle vont
avoir une influence trés forte sur les analyses. Tout d’abord, le choix de tri- ou tétra-nucléotides
est préconisé car ce type de marqueurs microsatellites semblent présenter une meilleure fidélité
d’amplification en ce qui concerne les bandes artéfacts (EDWARDS et al. 1991) et parce qu’ils
permettent une meilleure définition des alleles (BRADLEY et al. 2000, ZHANG et al. 2001).

La sélection des marqueurs peut ensuite se baser sur la longueur des fragments amplifiés.
Pour des échantillons dont '’ADN peut étre dégradé et en faible quantité, il vaut mieux que
le fragment & amplifier soit le plus court possible (de 'ordre de 200 paires de base). A partir
d’amorces déja développées il sera donc quelque fois nécessaire de redéfinir des amorces pour que
les fragments amplifiés soient plus petits (voir BRADLEY et al. 2000).

De plus, on préconise souvent d’utiliser les marqueurs les plus informatifs, ¢’est-a-dire don-
nant les meilleures chances de discerner les individus. Ce choix peut se faire sur la base du
polymorphisme et du calcul des probabilités d’identité (voir Section 6.2.2.2.2, p.82) en choisis-
sant les loci qui présentent les plus faibles probabilités (c’est-a-dire qu’il pourront discerner au
mieux les individus entre eux dans la population).

Enfin, il faudra aussi prendre en compte les taux d’erreurs associés a chacun des loci pour
essayer de privilégier ceux qui sont les plus fiables. La réduction du nombre de loci peut permettre

68



5.3. L’optimisation du génotypage a d’autres étapes de I'analyse

de diminuer la charge et le cotit de travail, de diminuer la quantité d’ADN requise permettant de
faire plus de répétitions d’amplification par locus (TABERLET et al. 1999), et enfin de diminuer
aussi le risque de faire une erreur sur un génotype multilocus (WAITS et LEBERG 2000 et Article
VII).

5.3.6 Analyse et interprétation des gels

La détermination des alléles pour chaque locus de chacun des échantillons est aussi une étape
importante ou des erreurs peuvent étre commises. L’utilisation de logiciels de traitement de telles
taches (par exemple GENESCAN et GENOTYPER de PE B10SYSTEMS) facilite I’attibution des
alléles. En revanche, il vaut mieux garder un certain contréle sur I’automatisation de cette tache.
D’autre part des régles simples d’attribution et de détection des alléles par rapport a la forme
des pics doivent étre déterminées au début de chaque étude lorsque l’on teste les marqueurs.
Ces régles devront bien évidemment étre conservées tout au long des analyses. Il faut noter que
certaines régles de décision ont été décrites, notamment quand les échantillons proviennent de
mélange d’individus (GILL et al. 1997, CLAYTON et al. 1998, GILL et al. 1998, 2000b). Ces
régles sont basées sur les aires ou la taille des pics des alléles, mais semblent, a prior: difficiles
a appliquer si la variation d’amplification entre les échantillons est grande. Il faut noter qu’une
certaine souplesse peut étre adoptée pour certains échantillons particuliers (par exemple quand
ils ne contiennent que trés peu d’ADN et que les pics n’ont pas la forme attendu).

L’adjonction, sur une piste d'un gel, d’'un échantillon que 'on a déja génotypé correctement
(échantillon de tissu typé plusieurs fois par exemple) peut permettre de caler et d’éliminer les
écarts de longueur des fragments analysés entre les gels.
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6.1 L’ESTIMATION DE L’EFFECTIF D’UNE POPULATION ET STRATE-
GIES D’ECHANTILLONNAGE

Article VI
VALIERE N.

Population size estimation and biases associated with genotyping errors
EN PREPARATION

En génétique de la conservation, 'un des paramétres primordiaux et peut-étre 'un des plus
délicats a acquérir est 'effectif d’'une population. L’effectif d’une population est un indice trés
intéressant car il permet d’appréhender la productivité et la viabilité des populations (WAITS
et LEBERG 1999). Il existe classiquement plusieurs solutions pour estimer la taille de population
(SCHWARTZ et SEBER 1999) et les méthodes de capture-marquage-recapture (CMR) en sont une
parmi d’autres. Il existe une multitude de modeles de CMR et d’applications se différenciant
notamment par la facon dont la variabilité de probabilité de capture est modélisée ou par le type
de population (ouverte ou fermée ; voir POLLOCK et al. 1990).

Les méthodes génétiques et les méthodes d’échantillonnage non-invasif peuvent étre appli-
quées a ce type de modeéles. En effet, la capture des individus peut étre remplacée par la récolte
d’échantillons et I'identification visuelle (marques) des individus par la caractérisation génétique
(e.g. microsatellites) des échantillons (voir par exemple FORAN et al. 1997a, PALSBOLL et al.
1997, KOHN et al. 1999, WooDS et al. 1999, MOWAT et STROBECK 2001). En revanche,
ces méthodes peuvent avoir des limites, les modéles pouvant ne pas pas s’ajuster aux données.
Néanmoins, on peut essayer d’utiliser les modéles déja existants sur les données basées sur I'identi-
fication génétique car les sources de variabilité peuvent étre considérées comme équivalentes. Par
exemple, la variabilité de probabilité de capture avec le temps ou entre individus (méle/femelle;
dominant/dominé) sont tout aussi bien présents dans les deux types d’approche. Néanmoins, la
variabilité associée aux classes d’age ne pourra étre corrigée avec l’approche génétique (puisque
aucune information sur I’dge de I’animal & partir d’un échantillon non-invasif ne peut étre obte-
nue, sauf si une technique spécifique est disponible, par exemple la présence d’hormones et leur
dosage dans les feces).

Si pour les méthodes classiques de CMR lidentification individuelle est sans erreur (les
marques sont choisis dans ce sens), dans 'approche génétique, il est possible que plusieurs indivi-
dus puissent avoir un méme génotype et étre donc considérés comme le méme individu ; ceci peut
alors entrainer une sous-estimation de la taille de population (shadow effect, MILLS et al. 2000).
WAITS et LEBERG (2000) ont aussi décrit les biais provoqués par les erreurs de génotypage dans
I’estimation de la taille de population. Leurs simulations montrent que le biais d’estimation peut
atteindre +200% dans le cas ou le taux d’erreurs par locus est de 5% pour 7 a 10 loci.

Outre les modéles de CMR, il est nécessaire de pouvoir tester d’autres méthodes d’estimation
de taille de population. KOHN et al. (1999) proposent une méthode basée sur la courbe de
raréfaction de génotypes uniques en fonction du nombre d’échantillons typés (voir FIGURE 6.1).

Les données observées sont ajustées a la courbe dont I’équation est :

_ ax
Cb+z

y (6.1)

ot y est le nombre de génotypes uniques,  le nombre d’échantillons typés.
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FIGURE 6.1 — FExemple d’une relation observée entre le mombre de génotypes uniques et le nombre
d’échantillons typés (o) et des courbes d’ajustement aux deuzx équations citées dans le texte (Equation
de Kohn=... ; Equation de Chessel=—— ).

L’estimation du parameétre a fournit une estimation de la taille de population car a est la
valeur asymptotique de y.
Une autre équation proposée par D.Chessel (non publiée) peut étre utilisée :

y:a—a<1—1>x (6.2)

a

Elle correspond a l'espérance du nombre y de boites pleines (génotypes uniques) quand on
distribue z balles (échantillons) dans a boites (individus). Contrairement a la premiére relation,
cette deuxiéme relation ne comporte pas d’asymptote mais un plateau réel et serait apparemment

plus proche du modéle d’estimation du nombre d’individus de la population'?.

J’ai utilise GEMINT afin de réaliser des simulations pour compléter 1’étude de WAITS et LE-
BERG (2000) et déterminer dans quelles conditions différentes méthodes d’estimation de la taille
de population pouvaient étre utilisées. Deux modéles pour chacune des approches ont été tes-
tés : les modeéles Mo (CAPT-Mo) et Mh (CAPT-Mh) pour ’approche de CMR, et les modéles
utilisant les équations de KOHN et al. (1999) (RAREF-Kohn) et de D.Chessel (RAREF-Chessel)
pour la méthode de raréfaction.

Les principaux résultats des simulations montrent que :

e Les différentes méthodes d’estimation utilisées réagissent trés difféeremment & la fois &
I'introduction d’une hétérogénéité des probabilités de capture et d’erreurs de génotypage.

e en absence d’hétérogénéité de probabilité de capture et d’erreurs de génotypage, les mé-
thodes CAPT-Mo et RAREF-Chessel montrent le moins de biais (<20%).

e en présence d’hétérogénéité des probabilités de capture, les méthodes se comportent diffé-
remment suivant U'intensité d’échantillonnage. Ainsi, RAREF-Kohn montre le plus faible
biais des quatre méthodes pour une intensité d’échantillonnage faible. En revanche, pour

2j] se peut aussi que dans certains cas, la taille estimée par ajustement soit inférieure au nombre total de
génotypes
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une intensité d’échantillonnage forte, les biais sont relativement équivalents et compris
entre -20% et +25% (biais relatif).

e en présence d’erreurs de génotypage, la méthode RAREF-Kohn se comporte trés mal en
atteignant des biais relatifs jusqu’a plus de 5000% pour des taux d’erreurs de ADO=30% et
FA=5% (taux d’erreurs réalistes, voir TABLEAU 2.2, p.37). La méthode qui produit le moins
de biais est la méthode CAPT-Mh, tout en montrant des biais relatifs de plus de 280%
pour le méme couple de taux d’erreurs. Les autres méthodes se comportent sensiblement
de la méme fagon que CAPT-Mh pour les taux d’erreur intermédiaires (entre 1% et 10%).

6.2 TRAITEMENT DES DONNEES MICROSATELLITES : LE LOGICIEL
GIMLET

Article VII

VALIERE N.

GIMLET : a computer program for analysing genetic individual identification data.
Molecular Ecology Notes 2 : 377-379

Les données microsatellites sont de plus en plus utilisées en biologie des populations et de
la conservation. Quand les microsatellites sont associés aux méthodes d’échantillonnage non-
invasif, 'analyse de données est particuliére. Il faut en effet, avant tout, construire les génotypes
consensus, puis trier et regrouper ces génotypes pour éviter les redondances des individus (voir
FIGURE 3.2, p.43). Dans ce contexte, j’ai développé un logiciel, GIMLET. La philosophie générale
de ce logiciel est différente de celle de GEMINT car il permet d’analyser des données réelles
(génotypes microsatellites issus d’échantillons non-invasifs), et non de simuler ces données pour
déterminer une stratégie.

6.2.1 Description des taches et comparaison avec d’autres logiciels d’ana-
lyse

L’originalité de GIMLET par rapport & d’autres logiciels déja publiés est qu’il permet de
réaliser toutes les taches avec le méme outil et a partir d’'un format de fichier (format GE-
NEPOP, RAYMOND et ROUSSET 1995) unique, largement utilisé en génétique des populations
(G.LUIKART, comm. pers.).

Le logiciel permet de trier et/ou d’identifier les génotypes des échantillons, ce que, & ma
connaissance, seuls les logiciels IDENTITY (W.AMOS, non publi¢) et CERVUS (MARSHALL et al.
1998) réalisent, a la différence que GIMLET permet la sauvegarde des génotypes uniques dans des
fichiers au format GENEPOP afin de réaliser facilement des analyses ultérieures. GIMLET reprend
également les taches classiques de calculs de fréquences alléliques, du nombre d’alléles par locus
et d’hétérozygotie pouvant étre réalisées dans GENEPOP (RAYMOND et ROUSSET 1995) en y
ajoutant néanmoins le calcul des probabilités d’identité.

Ensuite, GIMLET permet de déterminer les parentés en se basant sur la transmission mendé-
lienne des alléles des parents vers leur progéniture, mais aussi sur des données de traits d’histoire
de vie (e.g. age, sexe, maturité sexuelle). Cette démarche n’est pas développée dans des logi-
ciels car pour un nombre limité de loci, la compatibilité des génotypes n’est pas suffisante pour
rendre compte de toutes les parentés ou paternités (CHAKRABORTY et al. 1988) ou d’exclure
tous les individus sauf un (MARSHALL et al. 1998). Les méthodes traditionnellement utilisées
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(afin de remplacer les méthodes d’exclusion de paternité) sont des méthodes de calculs de vrai-
semblance (MARSHALL et al. 1998) ou d’une probabilité a posteriori de paternité (DANZMANN
1997, NIELSEN et al. 2001) suivant des modeéles mathématiques.

Le développement du module Kinship de GIMLET a été motivé par ’absence d’algorithme
simple basé sur la ségrégation mendélienne des alléles, ainsi que par ’absence de programme per-
mettant de discriminer les parentés sur la base de données démographiques et de traits d’histoire
de vie. Pour la partie génétique, le module Kinship de GIMLET doit étre utilisé avec précaution
et est plutdt conseillé dans les cas ot un grand nombre de loci polymorphes sont testés sur un
nombre limité d’individus issus d’une population largement échantillonnée. Ces conditions sont
certes limitées par rapport a l'utilisation d’autres logiciels, comme CERVUS (MARSHALL et al.
1998), qui peuvent étre appliqués a des jeux de données importants. Ce dernier logiciel ne per-
met pas, par contre, de prendre en compte directement les données démographiques et de traits
d’histoire de vie comme peut le faire le module Kinship de GIMLET. Ainsi, GIMLET traite ces
données (date de naissance, de mort, temps de gestation, age de premiére reproduction, sexe) afin
de confirmer ou d’infirmer les parentés génétiques (par exemple un parent doit étre sexuellement
mature et vivant a la date de conception de la progéniture). Pour cela, GIMLET adopte un format
particulier du cycle de vie (voir FIGURE 6.2) permettant de prendre en compte plusieurs saisons
de reproduction au cours d’une année et la possibilité de prendre en compte les mois dans les
ages des individus. Ce format différe de celui utilisé par PARENTE (CERCUEIL et al. Soumis) qui
réalise aussi I'assignation génétique par compatibilité mendélienne mais qui ne considére (dans
l’avancement actuel du programme) que des années entiéres.

Age at first reproduction

Copulation/fecundation Birth Sexual maturity Death
M) M
0-0 O O O
<> < y
Y 7

Gestation/Incubation + possible delayed

fecundation/gestation/incubation Period of possible reproduction

Calendar vear 1998 1999 2000 2001

Year in Gimlet 1998 1999 2000 2001

1998 +1,5 1999,5 DI t

2000 +1,5 20015
o Birth period Ol t
Reprod. period and 1999,5 +1,5 2001
O- gestation/incubation time
Birth year +AFR Year of the first
reproduction

FIGURE 6.2 — Ezxemple du format de cycle de vie utilisé dans GIMLET qui permet de prendre en compte
plusieurs saisons de reproduction au cours d’une année et de prendre en compte les mois dans les dges et
les dates.

Enfin, le point le plus original du programme est la possibilité d’estimation de la taille de
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population & partir d’'un ensemble de génotypes prélevés en une seule ou plusieurs occasions
de capture. Ceci peut étre réalisé en employant les modéles classiques de capture-marquage-
recapture ou la méthode de courbe de raréfaction, ce qui n’est réalisé par aucun logiciel.

6.2.2 Description de modules

GIMLET s’articule autour de deux modules généraux (« Identification » et « Calculator ») qui
permettent d’effectuer respectivement les taches d’identification et de comparaison de génotypes,
et de calculs de différents paramétres de population.

6.2.2.1 Le module « Identification »

Ce module permet de réaliser les tiches d’identification et de comparaison de génotypes
multilocus afin d’identifier des individus ou regrouper ces génotypes. Il permet aussi de déterminer
les parentés par comparaison des génotypes des parents et des enfants.

6.2.2.1.1 L’identification et la comparaison des génotypes

Des comparaisons deux & deux entre génotypes peuvent étre réalisées sur I’ensemble des loci
afin d’identifier un (ou plusieurs) génotype(s) parmi un lot d’autres génotypes (FIGURE 6.3).
Cette identification de genotypes peut aussi étre conduite locus aprés locus. Dans ce cas, le
génotype de référence identifié est celui qui aura le plus grand nombre de locus en commun avec
le génotype analysé.

Génotypes a analyser Génotypes de référence
0101 0304 0103 0205 0306 0102 0305 0104 0204 0506
0102 0305 0104 0204 0506 0305 0101 0404 0303 0205
0303 0102 0404 0305 0205
0101 0304 0202 0205 0306
0304 0102 0405 0305 0205 0303 0102 0404 0305 0205
0102 0305 0104 0204 0506 0104 0303 0104 0204 0506

FIGURE 6.8 — Illustration de la tdche d’identification effectuée dans le logiciel GIMLET

Le regroupement de génotypes qui sont identiques entre eux (FIGURE 6.4) est aussi une
tache trés importante. Cette tache permet donc de trier les génotypes en paquets qui peuvent
étre considérés comme des individus différents si la puissance de discrimination des loci est
suffisante (voir section 6.2.2.2.3). Ceci est trés utile quand on combine l’échantillonnage non-
invasif et identification individuelle génétique otl, au cours d’'une méme session de capture, on
peut collecter plusieurs échantillons du méme individu. Cette tache de regoupement est similaire
a la tache décrite ci-dessus : comparaisons sur tous les loci en méme temps puis locus aprés locus.
Le programme précise les cas ot un seul alléle & un ou deux locus différe(nt) entre les génotypes
ou les cas ou deux alléles different & deux loci.
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Génotypes a analyser Génotypes regroupés
0101 0304 0103 0205 0306
0104 0303 0104 0204 0506
0303 0102 0404 0305 0205 0101 0304 0103 0205 0306
0303 0102 0404 0305 0205 H" 0104 0303 0104 0204 0506
0104 0303 0104 0204 0506 0303 0102 0404 0305 0205
0101 0304 0103 0205 0306
0303 0102 0404 0305 0205

FIGURE 6.4 — Lllustration de la tdiche de regroupement et de tri effectuée dans GIMLET

6.2.2.1.2  la détermination des parentés potentielles entre individus

Cette détermination est réalisée en analysant la compatibilité des génotypes entre les indi-
vidus sur la base de la transmission mendélienne des alléles a chaque locus, avec la possibilité
de prendre en compte certains parameétres comme 1’age, le sexe des individus, le temps de gesta-
tion/incubation, 1’age moyen de premiére reproduction (FIGURE 6.5).

0101 0203 0104 0405 0303 Par'-l Concelpﬂon Naislsance Mat;ri?é Mor’*TI

VN

0102 0303 0204 0104 0303  Off. C ' ' |
?

CoT T T T
Conception Naissance Maturité Mort

0203 0203 0204 0102 0102 py. 5 e .

T T T 1
Conception Naissance Maturité Mort

OK OK OK OK ¥

FIGURE 6.5 — Illustration de la détermination de la parenté potentielle entre individus sur la base des
génotypes et des données démographiques (date de naissance et de mort, maturité sexuelle, durée de
gestation, sexe)

Des individus sont potentiellement les parents d’un individu si les conditions suivantes sont

respectées :

1. les génotypes des parents et de 'enfant aux différents locus doivent étre compatibles avec
une transmission mendélienne des alléles. Une certaine « marge d’erreur » peut étre admise
en précisant le nombre maximum de locus pour lesquels des incompatibilités (erreurs de
génotypage, mutations, ...) sont tolérées.

2. le parent doit étre vivant et en age de se reproduire au moment de la conception de I’enfant
(i.e. la date de naissance du jeune a laquelle on retire le temps de gestation et le temps de
fécondation /incubation /gestation différée).

3. un couple de parents est validé si les individus ont des sexes différents.
6.2.2.2 Le module « Calculator »

Le module Calculator permet trois grandes taches : la construction de génotypes consensus
et I’estimation des taux d’erreurs, l'estimation des fréquences alléliques, des hétérozygoties et des
probabilités d’identité, et enfin I’estimation de la taille de population.

7



Chapitre 6. Analyse des données des génotypes microsatellites

6.2.2.2.1 La construction des génotypes consensus et l’estimation des tauzr d’erreurs a
partir des génotypes multilocus répétés

La construction de consensus est réalisée sur le méme principe que dans le logiciel GEMINI
(voir FIGURE 5.5, p.58) avec la prise en compte d’un seuil d’acceptabilité des alléles dans le
génotype consensus.

Cette derniére méthode de seuil d’acceptabilité des alléles a été développée et intégrée dans
GIMLET afin de s’ajuster au mieux avec la détermination des génotypes consensus par les utilisa-
teurs. En effet, implicitement, on déterminera un génotype consensus si les alléles qui apparaissent
sont présents en nombre suffisant (et de surcroit de fagon indépendante). Une autre méthode peut
étre adoptée afin de déterminer le génotype consensus. Cette approche, adaptée sur celle déve-
loppée dans NAVIDI et al. (1992), consiste & calculer la probabilité d’apparition des génotypes
répliqués en fonction du génotype consensus possible. NAVIDI et al. (1992) calculent la probabi-
lité de tirer les alléles apparus parmi un nombre total de réplications selon une loi binomiale. Or
le modéle sur lequel sont réalisées les simulations de GEMINI nous permet de développer un autre
type de calcul. A partir de ce modéle, on peut facilement calculer les probabilités d’apparition
de chaque génotype suivant les taux d’erreurs paramétrés, sachant le génotype vrai.

Pour un échantillon (diploide) donné, posons G le génotype vrai sur un locus et E ’ensemble
des génotypes répétés pour le méme locus. Nous considérerons qu'un seul événement peut étre
a l'origine d'une différence entre deux génotypes quelconques. Prenons le cas simple ot au plus
deux alléles sont présents sur 'ensemble des réplications (dans la série E, seuls les alléles Ay et
Ay sont apparus), ces événements sont (voir FIGURE 6.6) :

e une perte d’alléle (probabilité d’occurence = 7) quand un hétérozygote au locus considéré
est typé comme un homozygote, tel que cet événement explique le passage de A1 Ao vers
A1A1 ou vers A2A2.

e un faux alléle (probabilité d’occurence = p) quand un homozygote au locus considéré est
typé comme un hétéroztygote, tel que cet événement explique le passage de A1 A ou Az Ag
vers A As.

e autre cas d’erreur (probabilité d’occurence = 1) quand ’alléle typé pour un homozygote
est « remplacé » par un alléle différent, tel que cet événement explique le passage de A1 Ay
vers A Ay (ou wvice versa).

On peut calculer la probabilité P(FE|G) d’obtenir E sachant que l'on est en présence du
génotype G en considérant les erreurs possibles.

Supposons que A; et Ag sont apparus avec la répartition en génotypes suivante : kio fois le
génotype Aq1As, ki fois le génotype A1 Aq et ko fois le génotype Ao As. D’une fagon générale, on
a:

PT(E|G) = PT([NAlAz = kl?] N [NAIAI = kl] n [NA2A2 = kQ] |G) (6.3)

ot N4, 4, est le nombre de génotypes Ay Ay apparus dans F (respectivement pour A;A; et
A Asg).

Si on pose G = A1 Ao, on a :

T T 7\ T\ (k2 + k1 + k)!
Pr(E|AjA;) = (1—=— )k (= —
r(BlAdz) = (=g =) x <2> % <2> T kel !
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A NA

Faux alléle ﬂ P/Na Perte dalléle ﬂ 12

A

Autre type ﬂ Ha/Nay

FIGURE 6.6 — Trois types d’événements (et leur probabilité d’occurence suivant les différents cas) pouvant
expliquer les différences entre génotypes. T= taux de perte d’alléles; p= taux de fauzx alléle; p; = taux
de changement d’alléle pour un homozygote; Ny est le nombre d’alléles possibles dans la population
considérée.

Les trois premiers termes sont les probabilités conditionnelles des trois événements consti-
tuant F. Le dernier terme est le nombre de combinaisons de ki2, k1 et ko éléments dans un
ensemble de k19 + k1 + ko éléments.

Soit :

T>k1+k2 o (k12 + k1 + ko)!

PT(E|A1A2) = (]_ — ’7')1612 X <§ k12!k1!k2!

Avec le méme raisonnement, si G = A; A; et si Ny est le nombre d’alleles différents présents
dans la population, on a :

k12 k2
_ p k 1 (k12 + k1 + ko)!
PriBlAid) = <Nall> X (L=p =)™ x (F.u) x k12!k:1 k!
et si G = A2A2 .
Pr(ElAA) — p \F pr \ M ] ks . (K12 + k1 + k2)!
rBldd) = (5 ) ) e ) T TR
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Chapitre 6. Analyse des données des génotypes microsatellites

Ces probabilités sont donc calculées suivant les différents parameétres 7, p, u1 et Ng. On
retiendra ’hypothése nulle qui aura la plus grande valeur ® définie par :

- Pr(E|A; Ay)

0(A14;) = Pr(E|A1A9) + PT(E|A1AT) + Pr(E|A2A) o
B Pr(E|A1 A1)

P = A A T Pr(BIA A+ Pr(ET A 7

B(duy) Pr(E|AyAs) (6.6)

N P’)"(E|A1A2) + P’)"(E|A1A1) + P?"(E|A2A2)

I1 faut bien préciser que les expressions (6.4), (6.5) et (6.6) ne représentent pas les vraisem-
blances des différents génotypes sachant les données mais les vraisemblances relatives des données
sachant les différents génotypes possibles.

Cing exemples sont donnés dans le TABLEAU 6.1. On peut remarquer que la méthode peut
tres facilement distinguer le génotype consensus de fagon cohérente. La détermination du géno-
type consensus est évidemment sensible aux taux d’erreurs paramétrés (Cas 2 et Cas 3). Cette
sensibilité semble toutefois moins importante pour le taux de changements d’alléles (u1) et le
nombre d’alléles dans la population (Cas 2 et Cas 4; Cas 2 et Cas 5).

TABLEAU 6.1 — Cing exemples de la méthode de sélection du génotype consensus a partir du calcul des
probabilités d’apparition des génotypes répliqués (huit réplications). Les cas différents par la répartition

des génotypes, les taux d’erreurs et le nombre d’alléles dans la population.

Cas 1 Cas 2 Cas 3 Cas 4 Cas 5
7 (ADO) 0,1 0,1 0,5 0,1 0,1
p (FA) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
1 0,005 0,005 0,005 0,00001 0,005
k12 4 0 0 0 0
k1 2 6 6 6 6
ko 2 2 2 2 2
Nb.allele 4 4 4 4 16
Pr(A; As) 0,0017222625 0,0000000011 0,0004272461 0,0000000011 0,0000000011
Pr(A; Ay) 0,0000000002 0,0000372961 0,0000372961 0,0000000001 0,0000026285
Pr(A2As) 0,0000000002 0,0000000000 0,0000000000 0,0000000000 0,0000000000
(A1 42) 0,9999997177 0,0000293253 0,9197143814 0,319994316 0,000415945
$(A;4;)  0,0000001411  0,9999706747  0,0802856186  0,680005684  0,9995840549
P(A2A5) 0,0000001411 0,0000000000 0,0000000000 0,0000000000 0,0000000000

On peut dériver les probabilités P(E|G) avec plus de deux alléles apparaissant au cours des
réplications en prenant en compte les autres cas d’événements pouvant expliquer les différences
entre génotypes (voir FIGURE 6.7).
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NA

ﬂ V1/Na
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FIGURE 6.7 — Différents types d’événements (et leur probabilité d’occurence) pouvant expliqués le pas-
sage d’un génotype a ['autre. vi = taux de changement d’un alléle pour un hétérozygote ; vo= taux de
changement des deux alléles pour un hétérozygote ; v3= taux de changement d’un hétérozygote vers un

homozygote.

Dans ce cas, on peut raisonner de la méme fagon que pour I’équation (6.3). Nous aurons pour
tout alléle 7 et tout allele j (i # j) :

Pr(E|A;A;) = Pr ([NAiA]- = kij] N[Naa, =k]N [NA,-A]- = kj] N

ol o et o désignent tout alléle différent de i et de j.

Ainsi :

kz+k_7 v kio+kjo -
Pr(E|A;A) = (1—7—1v1—1v9—v kijx<z> ><< 1) x<—2
(Bl4id;) ( 1) Nau Nay?

(Nt = kio] 0 [Nay 4, = ko] N [Naga, = ko] N [Naao 4. = ko] |G)

2

ki kil jVeio K jo Ko ios!

Pour tout allele Aé, on a :

Pr(E|A;A;))

d’ou

= Pr([Naa, = k] N [Naa, = kio] N [Na,a, = ko] N [Na 4, = koa] |G)
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Chapitre 6. Analyse des données des génotypes microsatellites

k p kio Ml ko MQ koo
Pr(E|A;A) = (1—p—pup — "><< > x( ) ><< )
(Bl4i i) (L=p=pm—p) Nay Nay N

(kz + kio + ko + koo)!
kilkiolkolkoa!

Malgré la nécessité de connaitre les probabilités d’occurence de chaque type d’événements
possibles, ainsi que le nombre d’alléles présents dans la population, cette méthode peut étre adop-
tée pour sélectionner le génotype consensus. Elle a été testée et semble donner de bons résultats.
Cependant cette méthode n’est pas intégrée dans la version actuelle de GEMINI ou GIMLET car
d’autres tests doivent étre menés.

L’estimation des différents taux d’erreurs (et éventuellement les différents événements cités
ci-dessus) a partir des données de génotypage multiple est également possible. La proportion de
pertes d’alléle et de faux alléles est calculée en comparant chaque génotype issu d’une réplication
PCR avec le génotype consensus. Ce dernier peut étre soit construit par GIMLET soit étre fourni
par l'utilisateur.

6.2.2.2.2 L’estimation des fréquences alléliques, des taux d’hétérozygotie et des proba-
bilités d’identité a partir des génotypes

Les fréquences alléliques calculées sont les fréquences observées de chaque alléle a chaque
locus. Le taux d’hétérozygotie observé est calculé en comptant le nombre d’hétérozygotes dans
la population. L’hétérozygotie attendue (selon les proportions de Hardy-Weinberg) est calculée
grace a 'équation :

He:vp =1- ZPZQ (67)
i
ou p; est la fréquences de 'alléle 1.

L’hétérozygotie (observée ou attendue) sur ’ensemble des loci est calculée par :
> Hj
J

j

H =

(6.8)
ou Hj est I'hétérozygotie au locus j et n; est le nombre total de locus.

La probabilité d’identité est la probabilité que deux individus pris au hasard dans une popu-
lation aient le méme génotype sur un ou plusieurs loci. C’est la statistique la plus utilisée pour
rendre compte de la puissance et la capacité d’'un marqueur & différencier deux individus d’une
population (WAITS et LEBERG 2000). La probabilité d’identité théorique peut étre calculée de
plusieurs fagons (WAITS et al. 2001) & partir des fréquences alléliques des loci étudiés. Trois types
de calcul sont généralement utilisés pour les marqueurs codominants. Le premier est celui uti-
lisé pour une population dont les individus s’apparient au hasard. I’équation (JAMIESON 1965,
PAETKAU et STROBECK 1994) pour un locus est :
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PI = Zp;* +3°3 2pip;)? (6.9)

i j>i

Le deuxiéme calcul est dérivé de I’équation ci-dessus mais corrigée pour la taille de 1’échan-
tillon utilisé pour estimer les fréquences alléliques!® (KENDALL et STEWART 1977, PAETKAU
et al. 1998Db) :

n3(2a3 — ay) — 2n%(az + 2a3) + n(9az +2) — 6
(n—1)(n—2)(n-3)

PIunbiased = (610)

ou n est la taille d’échantillon, a; est égal & 3 p;, et p; la fréquence de l'alléle j.
J

Ces équations ne prennent pas en compte I’éventuelle structure sociale d’une population. En
effet, s’il existe une forte structure sociale, les individus vont avoir tendance & étre apparentés et &
avoir des génotypes similaires. Ainsi, une troisiéme équation (EVETT et WEIR 1998, TABERLET
et LUIKART 1999) peut étre proposée pour une population dont les individus sont uniquement
des fréres-soeurs (sibs) :

2
1 1 1 1
Pra =4y ity (T02) - X 6.11)
13 K (3

WAITS et al. (2001) ont montré que la probabilité observée dans une population est générale-
ment comprise entre les probabilités calculées a partir des équations (6.10) et (6.11). L’estimation
de la probabilité d’identité pour un ensemble de loci peut étre faite en multipliant les probabilités
pour chaque locus entre elles en considérant que les loci sont indépendants entre eux :

Plajiioci = HPIj (6.12)
J

ou PI; est la probabilité d’identité calculée pour le locus j.

Les calculs de ces probabilités permettent de savoir si le systéme de loci que 'on va utiliser
sera apte a différencier les individus d’une population. Les seuils de probabilité d’identité recom-
mandés sont de 0.01 pour l'estimation de la taille d’'une population (MILLS et al. 2000) et de
0.001-0.0001 (voir WAITS et al. 2001) pour 'identification individuelle dans les cas de braconnage
par exemple (forensics). La différence entre ces seuils provient simplement du fait de la tolérance
aux confusions d’identification dans les différentes applications. Pour des cas de braconnage, le
seuil est inférieur & celui pour I'estimation de la taille de population ou le suivi d’individus, car
dans le premier cas, les erreurs ne peuvent étre tolérées (inculpation d’une personne) alors que
dans le second, elles le sont davantage.

13 Attention avec cette équation car la taille de I’échantillon admet un minimum d’échantillons utilisés. Par
exemple pour un locus a deux alléles (fréquences : 0,75 et 0,25), si la taille de I’échantillon est en dessous de 10,
la valeur de PI est négative...
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6.2.2.2.83 L’estimation de ’effectif de population

Cette tache ne permet pas directement d’estimer D'effectif d’'une population a partir des
données de génotypage. Elle permet de créer des fichiers de données qui seront par la suite
traités pour déterminer 'effectif de population. GIMLET propose deux méthodes d’estimation a
partir du génotypage des échantillons. L’approche de capture-recapture utilise les génotypes des
individus comme des marques et GIMLET construit des fichiers d’histoire de capture des génotypes
uniques. Ces fichiers peuvent étre ultérieurement traités dans le programme CAPTURE (OTIS
et al. 1978) pour estimer la taille de population de la méme fagon que pour des histoires de
capture d’individus.

Pour la méthode basée sur la courbe de raréfaction (voir Section 6.1, p.72), 'ordre de typage
et d’analyse des échantillons peut influencer I'estimation de la taille de population puisque cet
ordre va déterminer la forme de la relation observée (voir par exemple FIGURE 6.8). L’ajuste-
ment sera donc différent entre les ordres adoptés (KOHN et al. 1999). 1l est donc nécessaire de
simuler plusieurs ordres possibles et d’estimer la taille de population & partir de I’ensemble de
ces estimations.
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FIGURE 6.8 - Effet de l’ordre d’analyse des échantillons (30 ordres d’échantillons différents) sur la relation
du nombre de génotypes uniques en fonction du nombre d’échantillons analysés.

GIMLET produit des fichiers qui regroupent le nombre d’apparition de chaque génotype unique
au cours de I'analyse. Ces fichiers peuvent étre analysés dans le programme R (IHAKA et GENT-
LEMAN 1996) en utilisant un fichier script écrit également par GIMLET. La procédure dans R
consiste, a partir de ces fichiers, a construire plusieurs séries d’ordre d’analyse des échantillons,
de construire la courbe moyenne de ’ensemble des observations et d’ajuster (ajustement non
linéaire) cette courbe moyenne aux équations (6.1) et (6.2).

De plus, GIMLET permet aussi de construire des fichiers au format de SURGE (format Bi1o-
MECO pouvant étre converti au format de SURGE avec CR, PRADEL et LEBRETON 1993, PRADEL
et al. 1995) et de MARK (WHITE et BURNHAM 1999) afin de conduire des estimations de survie
par exemple.
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L’étude pilote : une étape indispensable
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Chapitre 7. L’étude pilote : une étape indispensable avant une étude a grande échelle

Avant d’utiliser toute approche, il est impératif de tester, « en grandeur nature », son appli-
cation & la fois sur le terrain et au laboratoire. Une étude pilote est alors indispensable (BAVER-
STOCK et MORITZ 1990, TABERLET et LUIKART 1999, TABERLET et al. 2001). L’étude pilote
doit permettre (i) de tester la possibilité de récolter sur le terrain les échantillons en assez grand
nombre (dans les conditions discutées précédemment, voir Section 4.3, p.49) pour le besoin de
I'étude, (i) de tester les analyses génétiques a partir des échantillons récoltés et enfin (7i7) de
pouvoir prédire l'effort qu’il faudra fournir pour pouvoir appliquer & grande échelle les méthodes
choisies.

La contribution de mon travail dans cette optique se situe essentiellement, mais pas unique-
ment, dans la troisiéme partie de cette démarche. Nous allons voir successivement les trois étapes
de cette étude pilote.

7.1 TESTER LES METHODES SUR LE TERRAIN

Méme si certaines méthodes non-invasives ne nécessitent pas nécessairement de grands moyens,
il est utile de tester préalablement 1’échantillonnage sur le terrain. Trouve-t-on assez de féces pour
pouvoir analyser la biologie de ’animal en question ? Est-il possible de récolter d’autres échan-
tillons (urine) et dans quelles conditions ? Certains dispositifs demandent des mises au point afin
de maximiser les chances d’obtenir des résultats probants. Par exemple, les dispositifs proposés
par WooDS et al. (1999) ou MOWAT et al. (1999) doivent étre expérimentés afin de les adapter a
I’espéce et au milieu écologique échantillonné. Il n’est pas évident que des dispositifs donnant de
bons résultats pour les ours ou les mustélidés dans les Rocheuses américaines donnent aussi de
bons résultats pour des populations de la méme espéce en Europe. Comme précisé précédemment,
une collaboration entre les personnes de terrain et les généticiens doit étre initiée et entretenue.
Par exemple, MOWAT et al. (1999) ou POOLE et al. (2002) ont confié le placement et le relevée
des dispositifs de « piégeage » des poils de grizzlys & des personnes ayant une expérience considé-
rable dans la chasse et I'observation des ours dans les secteurs concernés. A ce niveau, toutes les
précautions doivent étre prises en compte et les contraintes (récolte, préservation) testées, ceci
d’autant plus que le type d’échantillon est nouveau ou n’a jamais été testé. Ainsi 1'utilisation
de gants, de pinces mais aussi les modes de préservation (tampon, Silica Gel, enveloppe) requis
pour chaque échantillon prélevé devront étre testés ou utilisés en gardant & l'esprit que chaque
cas d’échantillonnage peut étre particulier. Notons enfin que certaines techniques de récolte et
de préservation des échantillons sont plus efficaces que d’autres pour certains échantillons et
certaines conditions (voir discussion dans la section 5.3.1, p.62).

7.2 TESTER LES ANALYSES GENETIQUES A PARTIR DES ECHAN-
TILLONS NON-INVASIFS

Comme nous 'avons déja vu, le rendement de 'amplification PCR et la fiabilité des résultats
de génotypage ne sont pas toujours assurés quand on utilise des échantillons non-invasifs. Il est
donc primordial de tester la possibilité d’amplifier les marqueurs microsatellites & partir des
échantillons mais aussi de tester la fiabilité des résultats obtenus & partir de ces échantillons.
De nombreux articles traitent d’ailleurs du test d’extraction, d’amplification et de génotypage
d’ADN a partir d’échantillons non-invasifs (BAYES et al. 2000, LATHUILLIERE et al. 2001, par
exemple).

Je présenterai ici une démarche pour I’étude pilote génétique inspirée des approches proposées
par TABERLET et LUIKART (1999) et TABERLET et al. (1999). TABERLET et al. (1999) proposent
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une approche séquentielle qui permet d’appréhender au mieux la partie génétique d’une analyse.
Cette approche consiste en plusieurs étapes (voir FIGURE 7.1a) : amplification d’ADN mitochon-
drial, amplification d’ADN nucléaire, estimation d’un seuil de tolérance pour les taux d’erreurs
compatibles avec la question biologique, et enfin le test expérimental du taux d’erreur. A chaque
étape, si les résultats ne sont pas satisfaisants des optimisations et améliorations sont nécessaires
(sauf pour la troisiéme) si besoin est. Sinon, ’approche non-invasive devra étre abandonnée.

TABERLET et LUIKART (1999) ont proposé, sur une idée similaire, de simuler une population
virtuelle ainsi que le génotypage de ses individus en introduisant des erreurs suivant différents
taux. Ceci a pour but de permettre d’estimer le taux d’erreur compatible avec la question posée
suivant 'impact des erreurs. En fait, pourquoi ne pas réaliser les simulations directement avec les
paramétres et les taux d’erreurs de I’étude en question. On connaitra ainsi directement 'impact
des erreurs sur les analyses. Dans cette optique, si I’on simule la correction des erreurs par
I'approche multitubes il est possible de déterminer le nombre de répétitions minimum pour
corriger toutes les erreurs stochastiques (ou presque) et obtenir des résutlats d’identification
fiables, compatibles avec la question posée.

Cette démarche (voir FIGURE 7.1b) est basée sur trois étapes principales : le test d’amplifi-
cation de ’ADN, 'estimation des taux d’erreurs et des fréquences alléliques et enfin le choix du
nombre de loci et de répétitions de génotypage par simulations informatiques.

7.2.1 Test de Pamplification d’ADN a partir des échantillons

La premiére étape de I'étude pilote génétique est de s’assurer que ’on peut amplifier ’ADN
a partir des échantillons récoltés. Ce test peut tout d’abord se réaliser avec 'amplification de
PADN mitochondrial (ADNmt). En effet, dans les cellules, PADNmt est en plus grande quantité
(environ mille copies par cellule) que ’ADN nucléaire (ADNn ; une copie par alléle et par cellule).
Il est donc a priori plus facile d’amplifier de TADNmt que de ’ADNn a partir d’échantillons ne
contenant qu’un trés faible nombre de cellules exploitables. Si le test de ’TADNmt n’est pas
concluant, il sera difficile d’amplifier ’ADNn & partir des mémes échantillons. Dans ce cas 14,
mieux vaut par exemple essayer d’autres techniques d’extraction d’ADN ou de préservation des
échantillons.

Si le test de ’ADNmt est concluant, I’étape suivante sera de tester 'amplification de ’ADNn
(microsatellites). Cette étape est assez délicate, car méme s’il est possible d’amplifier de "TADNmt,
il n’est pas toujours possible de pouvoir amplifier de ’ADNn. De plus, cette étape nécessite parfois
de lourdes mises au point afin de déterminer les conditions optimales de PCR pour chaque locus
étudié. Les conditions PCR déterminées & partir d’échantillons de tissus, par exemple, ne sont
pas forcément les mémes que pour les échantillons de féces ou de poils. En ce qui concerne le
loup, j'avais déterminé les conditions PCR optimales & partir d’échantillons de tissu dilué 20x et
100x (afin de se rapprocher des quantités d’ADN présentes dans les échantillons de féces). Quand
j’ai utilisé les échantillons de féces, j’ai rencontré des difficultés pour amplifier ’TADNn a partir
de ces échantillons et j’ai du optimiser de nouveau les conditions PCR pour ces échantillons.

7.2.2 Estimation des taux d’erreurs, des fréquences alléliques et de la pro-
babilité d’identité

Les échantillons non-invasifs sont connus pour la difficulté & pouvoir amplifier de PADN et
a obtenir des résultats fiables de génotypage microsatellites. Une revue de la littérature montre
que les taux de réussite sont trés variables suivant 1’espéce, le type d’échantillon ou la méthode
d’extraction utilisée (voir TABLEAU 2.1, p.33 et TABLEAU 2.2, p.37). Il est donc assez difficile
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FIGURE 7.1 — a. Approche séquentielle proposée par TABERLET et al. (1999) permettant de tester ’uti-
lisation des échantillons mon-invasifs pour l'identification individuelle par génotypage microsatellite. b.
Modification de Uapproche séquentielle sur la base de TABERLET et al. (1999) et TABERLET et LUIKART
(1999).

de se baser sur ’étude d’une espéce ou d’une population voisine pour estimer le taux d’erreurs
dans un cas particulier (TABERLET et al. 1999). De plus, pour une méme population les taux
d’erreurs peuvent varier en fonction de la saison (MAUDET et al. 0000). Dans ces conditions il
est nécessaire d’estimer les taux d’erreurs mais aussi les fréquences alléliques et la probabilité
d’identité du systéme de locus utilisé (ces données seront utilisées dans la suite de ’étude pilote).
L’approche pour évaluer le taux d’erreurs de génotypage est d’utiliser quelques échantillons et
de répéter plusieurs fois 'amplification PCR pour chaque locus.

Le nombre de répétitions réalisées pour chaque locus et chaque échantillon doit étre suffisant
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pour pouvoir détecter les faibles taux d’erreurs (TABERLET et LUIKART 1999) et pour pouvoir
obtenir des génotypes consensus fiables. Afin d’estimer les taux d’erreurs, il suffit de comparer
ce génotype consensus avec les résultats de chacune des répétitions et de compter le nombre de
différences. Cette procédure est réalisée par le logiciel GIMLET. De plus, le nombre d’échantillons
doit étre suffisant pour avoir des estimations assez précises dans la population étudiée.

7.2.2.1 Nombre de répétitions par échantillon et par locus dans 1’étude pilote

Je conseille de réaliser au minimum 8 répétitions par locus et échantillon (mais voir plus loin)

pour trois raisons :

e TABERLET et al. (1996) préconisent la réalisation de 4 & 7 répétitions par échantillon et
locus afin d’obtenir un niveau de fiabilité de 99%.

e Des simulations que j’ai réalisées avec GEMINI dans le cadre de 1’étude du loup francais
montrent que 8 répétitions sont nécessaires pour corriger les erreurs de génotypage a un
niveau de fiabilité supérieur a 99% (les taux de perte d’alléles sont compris entre 0,01
et 0,4 et de faux alleles entre 0 et 0,1 selon les loci [N=6]). Il en est de méme pour des
simulations utilisant des fréquences alléliques provenant de FORBES et BOoyD (1996) sur
10 loci avec des taux d’erreurs de 0,3 (ADO) et 0,05 (FA). Chez les rhinocéros (voir Article
V), le nombre conseillé de répétitions est d’au moins 4-5 répétitions avec des valeurs de
taux d’erreurs de 0,3 (ADO) et 0 (FA).

e Huit répétitions par échantillon et par locus sont « facilement » réalisables avec 1'utilisation
des barrettes de tubes PCR attachés et une multi-pipette.

7.2.2.2 Combien d’échantillons récolter pour 1’étude pilote 7

Une question difficile & résoudre est celle du nombre d’échantillons que ’on va devoir utiliser
pour I'étude pilote. En effet, ce nombre ne doit pas étre trop faible afin que I’on puisse obtenir des
estimations de taux d’erreurs fiables, pour rendre compte de la variabilité des taux d’erreurs entre
échantillons, mais aussi pour pouvoir convenablement estimer les fréquences alléliques. D’autre
part, il ne doit pas étre trop grand car une étude pilote doit rester une étude pilote et ne doit pas
échantillonner toute la population si les méthodes utilisées s’avérent peu fiables. Il existe donc un
compromis entre une borne inférieure de fiabilité et une borne supérieure de dépenses superflues.
TABERLET et LUIKART (1999) préconisent d’échantillonner entre 20 et 50 individus mais ce
chiffre pourrait dépendre de la taille de population étudiée. L’effort d’échantillonnage lors de
I’étude pilote ne peut étre le méme dans une population de 30 individus ou dans une population
de 200. De plus, il est important pour I'estimation des fréquences alléliques que les échantillons
récoltés proviennent d’individus différents. Or, pour compliquer la question, il faut étre str que
la probabilité d’identité soit assez faible pour pouvoir s’assurer que ’on puisse différencier les
individus.

7.3 DETERMINATION DE LA STRATEGIE OPTIMALE

Cette problématique a été le point central de ma thése avec I’élaboration d'un logiciel (GE-
MINI) permettant de déterminer la stratégie optimale d’une étude génétique utilisant 1'identifica-
tion individuelle par génotypage (de type microsatellite). Cette détermination peut se faire par
des simulations suivant un modéle (voir Section 5.1.1, p.54). Pour étre le plus proche possible de
la situation d’étude, on doit fournir au logiciel des parameétres comme par exemple les fréquences
des alléles pour chaque locus utilisé. L’utilisateur pourra alors simuler son étude et faire varier
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certains parameétres pour pouvoir déterminer la meilleure stratégie. Nous avons vu l'utilisation
de GEMINI pour déterminer le nombre minimal de répétitions PCR afin d’obtenir un niveau de
fiabilité d’identification maximal. Mais ce n’est pas le seul paramétre a déterminer. Par exemple
le nombre de loci a utiliser est aussi un point crucial (Article IV). GEMINI permet ainsi de déter-
miner le nombre minimum de loci pour pouvoir avoir une grande puissance de discrimination des
individus couplée a une fiabilité maximale (supérieure & 99% voire équivalente & 100%). Un autre
point pour lequel GEMINI peut étre utile est la détermination de I'effort d’échantillonnage qui
peut donner des résultats fiable et précis, notamment en ce qui concerne la taille de population.
En effet, méme si des grandes directives peuvent étre dégagées sur l'intensité d’échantillonnage
et la méthode d’estimation de la taille de population (voir Article V), il peut étre intéressant de
tester sa propre approche pour savoir si elle peut donner des résultats non biaisés et précis.

Si le but de I’étude pilote est uniquement de tester la fiabilité de génotypage, d’autres stra-
tégies sont possibles, comme les méthodes de MILLER et al. (2002) ou de MORIN et al. (2001)
ou encore celle de ré-échantillonnage des réplications de PCR (méthode présentée dans 1’Article
IV). Cette derniére s’intégre parfaitement bien dans le cadre d’une étude pilote. Les résultats de
génotypage réalisé au cours de ’étude pilote seront évalués pour déterminer le nombre moyen de
répétitions de génotypage a réaliser pour chaque échantillon. Ainsi, au lieu de huit répétitions
conseillées dans la section 7.2.2.1, on réalisera 12 répétitions (afin d’augmenter la précision de
la méthode) et on appliquera la méthode de ré-échantillonnage des réplications (voir FIGURE
5.6, p.60). Par ailleurs, si I’on veut utiliser uniquement GEMINI, seules huit répétitions sont né-
cessaires afin d’étre str des génotypes consensus. L’utilisation de GEMINI n’est pas remise en
cause par 'approche proposée dans I’Article IV car GEMINI peut servir a tester les variations
des taux d’erreurs ou d’autres parameétres comme 'effort d’échantillonnage. Ainsi, 'approche de
ré-échantillonnage des réplications sera idéale pour tester le génotypage multiple et GEMINI pour
tester le génotypage multiple associé & un échantillonnage et des conditions d’étude particuliéres
pouvant étre modifiées.
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LES RESULTATS PRINCIPAUX

Les objectifs principaux du présent mémoire étaient d’aborder et de discuter les différentes
améliorations et optimisations que ’on pouvait apporter afin d’utiliser au mieux le typage des
microsatellites combiné avec I’échantillonnage non-invasif. Cette approche est nécessaire pour
I’étude de nombreuses populations qui ne peuvent étre étudiées que grace aux méthodes non-
invasives (populations difficiles & étudier par le biais d’observation ou de capture; populations
en danger). L’optimisation d’une telle approche est nécessaire, en partie parce que des erreurs
peuvent se produire quand on travaille avec des échantillons ne contenant qu’une quantité limitée
d’ADN, souvent dégradé et en présence d’inhibiteurs de réactions enzymatiques. Mais d’autres
points doivent étre abordés comme l’échantillonnage lui-méme et I’analyse de données.

L’idée générale qui se dégage est que 1’échantillonnage non-invasif est d’une utilité considé-
rable dans certains cas et qu’il peut apporter des informations précieuses sur certains points de
la biologie d’une population (voir Article I). Ce mode d’échantillonnage reste néanmoins une al-
ternative & la capture et autres modes invasifs, notamment si on considére I'effort pour optimiser
les analyses génétique réalisées a partir des échantillons. Cet effort doit se positionner sur trois
niveaux : ’échantillonnage, le génotypage et ’analyse des données.

Au niveau de I’échantillonnage. Premiérement, il faudra veiller & la situation précise du
site d’étude et de la biologie de I’espéce. Il a été discuté de certains problémes liés avec la struc-
turation de ’habitat et la structuration sociale des groupes pouvant influencer 1’échantillonnage
(variabilité des probabilités de capture en fonction des individus). Cette hétérogénéité peut avoir
des conséquences dans l'interprétation des données, d’autant plus dans le cas de I’échantillonnage
non-invasif strict ot la modulation de ’effort d’échantillonnage est limité & la seule prospection
d’une partie accessible par I’lhomme des territoires des animaux. La structure spatiale des échan-
tillons qui sera détéctée sera donc influencée par l'intensité d’échantillonnage, la topologie du
terrain, la mobilité des individus, la structure sociale (représentation respective des individus
dominants/dominés, males/femelles, jeunes/adultes) et les conditions climatiques (e.g. les pré-
cipitations neigeuses pour le suivi des traces afin de maximiser la récolte d’indices). Dans le
contexte de ’estimation de taille de population, I'efficacité et la sensibilité des méthodes utilisées
a différents facteurs dont ’hétérogénéité des probabilités de capture ou les erreurs de génotypage
ont été testées (Article VI) et il a été montré que cette hétérogénéité peut avoir une grande in-
fluence sur les estimations. La prise en compte de ces influences rendra possible la correction des
analyses mais aussi apportera beaucoup sur l'interprétation des résulats. D’autre part, il faudra
se concentrer sur les conditions de récolte et de préservation des échantillons afin de limiter la
dégradation ou la contamination de 'ADN. Dans tous les cas de figure, une concertation entre
les généticiens et les biologistes de terrain (voire 'implication des mémes personnes dans les dif-
féerents stades de I’étude) doit étre un point central de la phase d’échantillonnage afin d’associer
les connaissances et les compétences des deux parties.

Au niveau du génotypage. Le génotypage est évidemment une étape essentielle pour de
Panalyse génétique. Outre les moyens pour diminuer les risques de contamination (KWOK et
HiGusHI 1989) et pour augmenter la potentialité d’amplifier 'TADN & partir des échantillons,
I'un des meilleurs moyens pour corriger les erreurs stochastiques (dues & la faible quantité de
I’ADN souvent dégradé) est de répéter le processus de génotypage afin de déterminer le génotype
consensus sur 1’ensemble des réplications (approche multi-tubes, NAVIDI et al. 1992). L’approche
multi-tubes permet, en revanche, de corriger uniquement les erreurs stochastiques, c’est-a-dire
les erreurs qui se produisent aléatoirement au cours des manipulations. Les erreurs systématiques
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apparaissent quant & elles dans toutes les réplications d’une serie de manipulations et ne seront
pas corrigées. Ces erreurs systématiques peuvent provenir, par exemple, de la contamination d’un
lot de réactifs utilisé pour 'extraction d’ADN ou la préparation d’une PCR. Dans ce cas, quasi-
ment toutes les réactions préparées a partir de ce lot présenteront des produits contaminants et il
ne servira a rien de répéter les PCR pour corriger ces « erreurs ». Pour éviter ce type de probléme
il est nécessaire de diviser les lots de réactifs en lots plus petits pour que les contaminations ne
soient pas présentes dans une grande quantité de réactif. Les alléles nuls peuvent aussi constituer
des erreurs systématiques dans le sens oi, pour un échantillon et quel que soit le nombre de
réplications réalisées, 'erreur sera toujours commise. Les alléles nuls doivent étre considérés avec
beaucoup d’intérét car ils peuvent étre présents pour la plupart des loci étudiés (CALLEN et al.
1993, PAETKAU et STROBECK 1995, PEMBERTON et al. 1995).

L’approche multi-tubes peut accroitre considérablement les cotits des analyses génétique et
il est nécessaire de réduire au maximum le nombre de réplications de PCR par échantillon et par
locus. Ainsi, un programme informatique a été développé (GEMINI, Article IIT) pour déterminer ce
nombre de réplications via la simulation des génotypages. En revanche, plusieurs autres méthodes
de sélection ont été proposées (MORIN et al. 2001, MILLER et al. 2002, Article IV). L'utilisateur
pourra choisir une méthode en fonction de (i) s'il peut investir ou avoir accés a du matériel
encore peu répandu aujourd’hui (PCR quantitative; MORIN et al. 2001), (i1) §’il veut utiliser
une méthode basée sur un modéle mathématique qui peut étre sensible aux variations du taux
d’erreurs entre loci ou & une mauvaise estimation des fréquences alléliques (méthode de MILLER
et al. 2002), et enfin (7i7) s'il désire faire une étude pilote génétique sur quelques échantillons et
déterminer un nombre moyen de réplications PCR pour tous les échantillons, risquant ainsi d’en
faire trop ou pas assez suivant la variations du taux d’erreurs entre échantillons, mais permettant
de simplifier les manipulations de ’analyse génétique (méthode présentée dans 1’Article TV).

Le logiciel GEMINI, quant & lui, permet de tester, par exemple, I'influence du type d’échan-
tillonnage, de l'effort d’échantillonnage, et du taux d’erreurs sur les résultats. Différentes moda-
lités de ces paramétres peuvent étre simulées et leurs effets peuvent étre testés sur des analyses
(estimations de fréquences alléliques, structuration de population, estimation de taille de po-
pulation) effectuées a partir des génotypes (Article VI) afin de déterminer la combinaison des
différents parameétres minimisant les biais tout en minimisant les cotts.

Au niveau de ’analyse. L’analyse des données est la derniére étape avant l'interpréta-
tion. Dans ce mémoire est présenté un nouveau logiciel d’analyse des données microsatellites qui
permet de réaliser plusieurs taches. Ce logiciel n’est pas destiné & remplacer d’autres logiciels
comme GENEPOP (RAYMOND et ROUSSET 1995), GENETIX (BELKHIR et al. 1996), ARLEQUIN
(SCHNEIDER et al. 2000) ou CERVUS (MARSHALL et al. 1998). GIMLET donne la possibilité de
réaliser des analyses, comme les calculs des fréquences alléliques, des hétérozygoties ou la parenté
entre individus qui sont effectués par les autres programmes. Néanmoins, il s’agissait de les inté-
grer pour que l'utilisateur puisse associer les différentes taches offertes par GIMLET. Ce dernier
a notamment été développé pour traiter les données issues de 1’échantillonnage non-invasif en
fournissant la possibilité de construire automatiquement les génotypes consensus, de trier et iden-
tifier les génotypes identiques afin de les sauvegarder dans des fichiers au format GENEPOP et de
pouvoir les utiliser dans d’autres analyses. Ces taches n’ont jamais été implémentées auparavant
dans d’autres programmes. GIMLET permet également de calculer les probabilités d’identité ce
que ne permettait aucun programme publié (seul PROBID pouvait les réaliser, G.LUIKART, non
publié). Une autre originalité de GIMLET est de permettre la construction automatique de fichiers
(fichiers d’histoire de capture des génotypes, fichiers script) qui seront utilisés pour l’estimation
de la taille de population en utilisant deux types de méthodes (modeéles de capture-marquage-
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recapture et courbe de raréfaction).

L’étude pilote. Avant toute étude & grande échelle, il faudra donc se concentrer sur la
faisabilité de la démarche choisie en testant au préalable les techniques et approches envisagées.
Cette étude pilote doit se focaliser sur les trois étapes décrites précédemment dans un ensemble
cohérent. Dans la littérature, certains articles traitent d’un seul des aspects de I'étude pilote.
Le plus souvent il s’agit d’une étude pilote limitée & la tentative et au test d’amplification
d’ADN a partir de feces ou de poils (par exemple BAYES et al. 2000, LATHUILLIERE et al.
2001). Néanmoins, les trois étapes devront étre testées (voir Chapitre 7, p.87). A l'issue de cette
étude pilote compléte, on pourra décider si I’approche non-invasive est adéquate, si elle peut étre
conduite a grande échelle ou si des points doivent étre révisés. Ceci doit étre fait en gardant a
l’esprit que ’on n’aura vraisemblablement pas autant de renseignements sur les individus qu’en
les capturant. En effet, la capture permet de relever des mesures (e.g. taille, poids) que l'on ne
peut obtenir en prélevant des échantillons non-invasifs.

Par ailleurs, le statut reproducteur ou le niveau de stress peuvent étre mesurés a partir
des hormones contenus dans les feces (FOLEY et al. 2001) ou de poils (KOREN et al. 2002). 11
n’en reste pas moins que dans certains cas, I’échantillonnage non-invasif constitue un procédé
souvent obligatoire en biologie de la conservation. Il doit donc étre pris comme un échantillon-
nage alternatif quand les autres méthodes d’échantillonnage ne sont pas souhaitées ou réalisables.

DEVELOPPEMENT FUTUR DES METHODES NON-INVASIVES ET IMPLI-
CATION EN BIOLOGIE DE LA CONSERVATION

Tout d’abord & court terme, les logiciels développés ici devront évoluer et étre complétés par
de nouvelles possibilités et avancées méthodologiques. Par exemple, dans le programme GEMINT,
I’approche pour déterminer le nombre de répétitions de génotypage est différente de celle propo-
sée par TABERLET et al. (1996) (voir FIGURE 3.1 p.42). L’approche de TABERLET et al. (1996)
consiste en une détermination en deux temps du génotype d’un échantillon pour certains échan-
tillons (principalement ceux qui seront homozygotes, pour lesquels sept réplications doivent étre
réalisées). Ceci peut augmenter le temps nécessaire a I’analyse des échantillons et augmenter les
risques de contamination. L’approche utilisée dans GEMINI nécessite une seule étape car tous
les échantillons sont génotypés avec le méme nombre de répétitions de PCR. Une perspective
est d’intégrer 'approche de TABERLET et al. (1996) dans GEMINI et ainsi de pouvoir tester et
comparer les deux approches pour savoir quelle stratégie donne les résultats de génotypage les
moins biaisés tout en minimisant le nombre de réplications d’amplification.

Les données de GARNIER et al. (2001) ont permis d’illustrer et de montrer que GEMINI per-
mettait de prédire, avec une assez bonne adéquation, I’évolution du pourcentage d’identification
correcte en fonction du nombre de répétitions de génotypage (Article V). En revanche, cette
illustration ne constitue qu’un exemple particulier d’étude de population. Le groupe ne comptait
que 35 individus et 1’échantillonnage a consisté en un prélévement de un a trois échantillons par
individu. Il serait intéressant de renouveler I’étude réalisée dans I’Article V sur un cas plus géné-
ral, c’est-a-dire un cas ou la population est plus importante et o1 I’échantillonnage est également
plus important de fagon a prélever plusieurs échantillons d’origine inconnue. L’ultime but de cette
orientation est de mener une étude multidisciplinaire, alliant le travail de terrain (échantillon-
nage), le travail génétique (génotypage fiable des échantillons), et une approche orientée vers la
biologie informatique (analyse des données avec le développement de nouveaux outils). C’est en
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développant un tel projet que 'on pourra démontrer les potentialités des approches présentées
dans ce manuscrit.

GIMLET propose différentes méthodes pour estimer la taille de population notamment grace
a l'approche par capture-recapture. Un élargissement des modéles utilisés doit étre une prio-
rité dans le futur. Des applications ont déja été menées (voir par exemple MOWAT et PAETKAU
2002) mais ils faut faire attention aux modeéles utilisés. En effet, les études utilisant les dispositifs
de « capture de poils » n’ont utilisé que des modéles en populations fermeées (c’est-a-dire sans
migration, sans décés ni naissance). Or, la plupart des populations, sur une échelle de temps
plus ou moins importante, sont en fait ouvertes puisque des échanges entre cette population et
« Iextérieur » sont possibles durant la période d’étude et des morts et naissances peuvent inter-
venir si la période d’étude est assez longue. BOULANGER et MCLELLAN (2001), par exemple, ont
montré que ’hypothése de fermeture des populations est trés importante dans ’estimation de
la taille de population et ont développé une méthode basée sur I'identification d’une population
« noyau » a Uintérieur de la grille d’étude (les probabilités de capture des individus échantillon-
nés & l'intérieur de ce noyau sont moins soumises & la violation de fermeture de la population
que pour extérieur du noyau) puis sur l'estimation de la taille de population & partir de ce
noyau. Il est donc nécessaire, comme pour de nombreuse applications, de développer des modéles
spécifiques de populations ouvertes (voir POLLOCK et al. 1990, SCHWARTZ et SEBER 1999) en
prenant en compte le non-respect des hypothéses de fermeture de populations, la quasi-absence
d’influence du dispositif (non-invasif) sur la probabilité de capture (pas ou peu de réponse com-
portementale), les variabilités de probabilité de capture age-dépendant (hauteur des fils barbelés,
comportement de marquage). En dehors de 'estimation de la taille de population, I'orientation
peut étre aussi prise vers l’estimation des taux de survie, de fécondité et de dispersion (LEBRE-
TON et al. 1992, SCHWARTZ et SEBER 1999). En parallele, les approches utilisant les courbes de
raréfaction peuvent aussi étre développées car elles présentent un potentiel non négligeable pour
'estimation de taille de population (voir Article VI).

L’avenir des approches discutées dans ce mémoire est d’autant plus prometteur que de nou-
velles méthodes d’analyse des génotypes microsatellites et d’estimation de parameétres biologiques
(e.g. taille de population, taille efficace, migration) sont maintenant développées. Les méthodes
de maximum de vraisemblance (déterminant les paramétres de telle facon qu’ils maximisent
la vraisemblance des données observées suivant un certain modele), les méthodes bayésiennes
(déterminant une distribution de probabilité pour le parameétre en utilisant les données et des
connaissances a priori sur la distribution) et les méthodes de coalescence (modélisant le patron
des relations ancestrales entre les alléles, qui peut apporter des informations sur les paramétres)
permettent d’obtenir des informations détaillées sur des paramétres évolutifs (comme le taux de
mutation), historiques ou actuels (comme la taille efficace de population et ses variations ou le
taux de migration). Ces approches permettent en général d’estimer les paramétres avec plus de
précision que des méthodes basées sur des statistiques (Fsp, H) car elles utilisent la totalité des
informations sur les fréquences des alléles et non une fraction de celles-ci (BEAUMONT et BRU-
FORD 1998, LUIKART et ENGLAND 1999). Néanmoins, les méthodes basées sur les statistiques
Fgr afin de déterminer la dispersion et les flux de génes restent des outils de choix (voir par
exemple GOUDET et al. 2002, NEIGEL 2002).

Les développements des tests d’assignation (WASER et STROBECK 1998, DAVIES et al. 1999,
WASER et al. 2001 ; e.g. PAETKAU et al. 1995, CORNUET et al. 1999, PRITCHARD et al. 2000)
sont aussi d’une grande importance en biologie de la conservation pour détecter les migrations et
les flux géniques (WASER et al. 2001), mais aussi détecter les cas de braconnage ou de commerce
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illegal d’animaux (voir par exemple MARSHALL et al. 1999, MANEL et al. 2002). La dispersion
et les flux géniques sont des paramétres cruciaux en conservation car ils sont la clé de la colo-
nisation de nouveaux habitats, de la restauration naturelle de populations (démographiquement
par le recrutement et génétiquement par 'apport de « nouveaux génes »). Il est donc primordial
de poursuivre les efforts de développement des méthodes d’assignation et de tester celles-ci (voir
MAUDET et al. 2002).

Les microsatellites, associés a I’échantillonnage non-invasif, permettent 1’individualisation
des animaux & partir d’un grand nombre d’échantillons récoltés. Ceci permet le suivi de chaque
individu dans I’espace et le temps. Le suivi individuel et ses apports au niveau de la détermination
et la compréhension des patrons de traits d’histoire de vie des populations sont d’autant plus
importants que le comportement s’inscrit maintenant comme un volet essentiel de la biologie de la
conservation (SUTHERLAND 1998). Quelles sont les structures sociales et quelles sont les relations
avec les structures génétiques (BEAUMONT et BRUFORD 1998) 7 Quels est le comportement de
dispersion dans des habitats fragmentés ? Quelles sont les capacités de dispersion d’un individu ?
Que deviennent les individus que I'on a ré-introduits dans une population ? se reproduisent-ils ?
se sont-ils intégrés dans un groupe? Autant de questions qui doivent étre résolues et qui le
peuvent grace aux microsatellites et & 1’échantillonnage non-invasif (e.g. MORIN et al. 1994a,
CONSTABLE et al. 2001).

L’acquisisition de données individuelles peut étre complexe car elle est triple :

e acquisition des données génotypiques intégrant un maximum de loci informatifs (afin de

diminuer la probabilité d’identité),

e acquisition des données spatiales en se servant des nouvelles technologies de positionnement

GPS (Global Positioning System),
e acquisition des données temporelles.

Ceci implique le développement d’outils puissants de gestion des données spatialisées (Sys-
teme d’Information Géographique), temporelles et génétiques, mais surtout de traitements et
d’interprétation de celles-ci.

Bien évidemment, I'utilisation des méthodes d’échantillonnage non-invasif ne s’applique pas,
en génétique, uniquement aux marqueurs microsatellites. L’ADN mitochondrial, évoluant (en
terme de taux de mutation ponctuelle) généralement plus vite que ’ADN nucléaire, est ainsi un
outil trés important en génétique de la conservation & I’échelle de la population ou de I'espéce.
Son séquengage ou la détermination de son polymorphisme (e.g. RFLP) permet, par exemple,
d’identifier les espéces avant d’appliquer les microsatellites sur les échantillons ou des aliments
contenus dans les féces (e.g. Article I, KOHN et al. 1995, LUCCHINI et al. 2002), d’identifier
I’hybridation entre espéces (e.g. PILGRIM et al. 1998 sur le loup et le coyote), de déterminer
les structures et la diversité génétique des populations (e.g. RANDI et al. 1995). D’autre part,
I’analyse des séquences d’ADN mitochondrial permet d’identifier les unités de conservation, les
populations sources pour les translocations et de résoudre des incertitudes taxonomiques, qui sont
d’importance en génétique de la conservation (e.g. GOLDBERG 1997, OAKENFULL et al. 2000;
voir Annexe B). Néanmoins, dans le cadre des méthodes non-invasives 'utilisation de PADN
mitochondrial est essentielle pour tester 'amplification d’ADN (voir étude pilote, Chapitre 7,
p.87) a partir d’échantillons non-invasifs.

Il faut bien étre conscient que I'apport de nouvelles techniques et méthodes pour étudier les
populations (structure, diversité) et les individus (comportement) doit s’inscrire dans un contexte
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plus large de la biologie de la conservation. Si en biologie des populations, le temps n’est pas un
facteur limitant, ceci est différent pour la biologie de la conservation. En effet, la biologie de la
conservation est une discipline de crise (SOULE 1985), et pour faire face a la diminution rapide
(principalement d’origine humaine) de la biodiversité et des milieux naturels, il est impératif
d’agir rapidement. Les méthodes d’échantillonnage non-invasif strict pourraient permettre dans
certains cas d’obtenir un grand nombre d’échantillons dans un temps limité, en tout cas qui sera
moins important que celui requis pour la mise en place d’autres stratégies d’échantillonnage.
L’apport des nouvelles technologies, comme les puces & ADN (voir GERHOLD et al. 1999), pour-
ront peut étre permettre une étude rapide avec un trés grand nombre de marqueurs pouvant
étre étudiés en méme temps. Cependant, cette technologie est encore au stade exploratoire au
niveau de ’analyse des grands jeux de données et on peut s’interroger sur la sensibilité de ces
meéthodes vis & vis de la possible application des puces a ADN sur des échantillons non-invasifs
(ADN dégradé et en petite quantité; voir GERHOLD et al. 1999).

La génétique a de nombreuses implications et applications en biologie de la conservation
(voir Annexe B et FRANKHAM et al. 2002) & plusieurs échelles et plusieurs niveaux (populations
sauvages ou captives, niveau spécifique ou populationnel, compréhension des mécanismes d’ex-
tinction et prédiction d’extinction). La génétique et la biologie de la conservation s’inscrivent
aussi dans un contexte disciplinaire plus large, ou les processus évolutifs (spéciation, sélection,
adaptation), écologiques (succession et diversité écologiques, structure de populations, diversité
génétique, taille des populations) et systématiques (particularité des espéces, phylogénie) doivent
étre intégrés (BOWEN 1999). Ces trois points de vues ménent souvent & une trichomie des prio-
rités de conservation : diversité écologique, diversité génétique et particularité phylogénétique.
Deux orientations sont privilégiées dans ce contexte : une conservation orientée vers I’écosystéme
et une conservation orientée vers ’espéce ou la population (SOULE 1991). Mais la ségrégation
de ces deux orientations est exagérée (SOULE 1991) car elle sont intimement liées. L’exemple le
plus frappant est dans le développement des techniques génétiques de clonage.

En effet, certains auteurs pensent que le clonage doit avoir une place importante dans la
conservation d’espéces (LANZA et al. 2000). Mais pourquoi conserver une espéce pour pouvoir
la cloner et ré-introduire des populations locales dans 100 ans, si au cours de cette période tout
son habitat a disparu (VRIJENHOEK 1989) ? De méme, si protéger un milieu naturel ¢’est aussi
protéger les populations qui en font partie (WESTERN et al. 1989), la préservation de petits
fragments peut étre inefficace si la plupart des populations sont en trés faible effectif, souffrent
de l'isolation, d’effets déléteres dus a la consanguinité, d’effets de la stochasticité démographique
et environnementale. Ces facteurs, s’ils ne sont pas détectés a temps, seront fatals pour ces popu-
lations. On voit donc I'implication des deux niveaux mais il est souvent difficile d’appréhender,
en méme temps et entierement, les deux dans un contexte de conservation (WESTERN et al.
1989). En revanche, WILSON (2000) précise que la compréhension de I’écologie des communautés
passe par la connaissance des espéces, de leur systématique (phylogénie et « cartographie des
biotopes ») et de leur histoire naturelle.

Cette vision dichotomique et centrée sur la biologie est trop simple pour étre réaliste car,
pour des raisons évidentes, d’autres facteurs clés doivent étre pris en compte (WESTERN et al.
1989, MorowiTz 1991, SOULE 1991). Les sociétés humaines, leurs traditions, leur économie
en relation avec les populations animales et végétales et les milieux doivent tenir une place de
choix dans la définition des programmes de conservation par les conservationnistes (non par les
biologistes) spécialement dans les pays en voie de développement ou la conservation doit étre
économiquement rentable. La génétique et la biologie en général peuvent apporter beaucoup a
la conservation des milieux naturels et des espéces les habitants. Ces considérations aménent
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a souligner l'incohérence d’une séparation des parties scientifique (fondamentale) et appliquée.
L’interaction entre les deux est indispensable pour une bonne dynamique de la biologie de la
conservation. En effet, le fait de réduire le role de la biologie & une production de conseils
pour des cas concrets de conservation (WESTERN 1989) est néfaste. Il est évident que ce role
doit étre rempli par la biologie mais les biologistes doivent étre intégrés dans les projets de
conservation pour éviter certains écueils. On voit trop souvent des stratégies de conservation
élaborées & partir de quelques phrases de rapports scientifiques, ce qui peut mener & un échec
des opérations de conservation. D’autre part, la biologie « fondamentale » doit aussi se servir des
projets de conservation (par exemple les réintroductions) comme des expériences en grandeur
nature pour tester la pertinence de certaines hypothéses sur des cas réels. Cette synergie entre
I'aspect scientifique fondamental et ’application des résultats de ces études doit étre le point
central des nouvelles avancées en biologie de la conservation.

Enfin pour finir, ne tombons pas dans la frénésie qui a mené 1’Archipel des Galapagos (GRE-
NIER 2001) & une détérioration importante de son milieu : un mélange d’avidité de connaissances
biologiques et de cupudité mercantiliste sans borne. Quand I’homme aura compris que 1’on peut
comprendre et jouir de la nature sans la dégrader, ce sera peut étre un petit pas pour I’lhomme
mais un grand pas pour la planéte.
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A.1 ETUDE DU LOUP EN FRANCE

A.1.1 Situation

Jusqu’au 19° siecle, le loup (Canis lupus) peuplait la plupart des territoires européens et
était présent sur 90% du territoire francais (POULLE et al. 1995). Diabolisé dans le contes pour
enfants, compétiteur du chasseur et de I’éleveur, ce grand prédateur a été chassé et a été 'objet
de persécutions multiples : battues, piéges, empoisonnement, autant de moyens incités par un
soutien financier et des priviléges pour les chasseurs de loups. C’est ainsi que le loup a été
exterminé par I’homme en Europe durant plusieurs siécles et surtout a partir du 19° siécle
(voir BREITENMOSER 1998). L’effet conjugué de cette extermination, du déclin des populations
d’ongulés, de la déforestation et du développement de l'agriculture (POULLE et LONGCHAMP
1997, BREITENMOSER 1998), a fait diminuer les effectifs de loup en Europe, menant & sa compléte
disparition dans certains régions au 19° et 20° siécles. En France, le loup a définitivement disparu
entre 1930 et 1939 (DE BEAUFORT 1987, POULLE et al. 1995).

En revanche, le loup n’a pas totalement été exterminé en Italie oul une population (devenant
isolée des autres populations européennes) subsiste dans le Apennins. L’effectif de cette popula-
tion est descendu jusqu’a 100 individus (ZIMEN et BOITANI 1975) et depuis les années 1970, grace
a une protection de ’espéce, cette population connait une expansion géographique importante
vers le nord (BOITANT 1984, 1992). Le retour naturel du loup en France est vraisemblablement
due a cette expansion. La colonisation des Alpes francaises par les loups est en cours, situation
unique chez les Grands Mammiféres. Ce modeéle biologique peut nous permettre de comprendre
davantage les processus d’expansion de tels prédateurs sur des territoires « vacants ». Les ques-
tions abordées peuvent concerner deux aspects de la dynamique d’expansion :

e la description démographique et génétique de la population : composition et taille des
meutes, identification, sexe et parenté des individus, niveau de consanguinité, diversité
génétique, dispersion, flux génique;

e la répartition et ’évolution spatiale et temporelle de la population de loups : dynamique de
colonisation de la population (axes de propagation, vitesse et type de progression, fondation
de la population, évolution de la diversité génétique).

A.1.2 Pourquoi une étude génétique ?

Si les outils classiques d’études de la répartition spatiale et temporelle (e.g. capture, radiopis-
tage) ne peuvent étre utilisés en ce qui concerne le loup (décision politique et difficulté de capture
notamment), Poutil génétique parait alors trés important tant pour la résolution de I’étude spa-
tiale que pour I’étude génétique des populations. En effet, grace au développement de nouvelles
techniques en écologie moléculaire (méthodes non-invasives, amplification d’ADN par PCR), il
est désormais possible d’extraire assez d’ADN a partir d’échantillons récoltés sur le terrain (par
exemple des crottes) pour réaliser des analyses génétiques (voir VALIERE 2002) : identification
spécifique (ADN mitochondrial) et identification individuelle (microsatellites). L’identification
spécifique peut permettre d’attribuer une espéce a un échantillon par exemple lors d’une ana-
lyse de régime alimentaire pour ne retenir que les excréments de 'espéce étudiée (FORAN et al.
1997) ou pour prouver la présence d'une espéce (en I'occurrence le loup) dans une région donnée.
Les génotypes multilocus (identification individuelle) sont d’une meilleure résolution et on peut
repérer les déplacements d’un individu ou estimer les degrés de parenté entre les membres de
la population. La taille de population peut par ailleurs étre estimée (voir KOHN et al. 1999).
Cette estimation est impossible avec le systéme actuel de suivi, basé seulement sur les indices de
présence du fait de I'absence d’identification individuelle.
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A.2 IDENTIFICATION INDIVIDUELLE DANS LA POPULATION DE LOUP

L’identification individuelle chez le loup & partir d’échantillons de féces et aux marqueurs
microsatellites a nécessité de nombreuses mises au point et essais. Les différentes étapes décrites
dans les sections suivantes sont résumées dans la FIGURE A.1.

Loci développés chez 42 loci tétranucléotides Tests avec conditions PCR des
le chien (voir texte ————>| (conditions d'amplifications [————>>| auteurs sur des échantillons
pour les ref.) a peu preés identiques) de tissus et extraits dilués
Etape 1 Etape 2 Etape 3
Y
12 loci sur des groupes 30 loci sélectionnés Amélioration des
chromosomiques différents | €—— (intensité des bandes ; B — conditions PCR
+ H et Na élevés présence d'une ou deux
bandes)
Etape 4
Etape 6 Etape 5 p

FIGURE A.1 — Les différentes étapes de mises au point de l'identification individuelle chez le loup a partir
d’échantillons de féces et des marqueurs microsatellites.

A.2.1 Choix du systéme de loci microsatellites

La premiére étape pour développer un systéme de loci microsatellites & des fins d’identifi-
cation individuelle est la sélection des loci. Classiquement, la sélection de loci microsatellites se
réalise par clonage de fragments & partir d’'une banque génomique, puis par sélection des clones
qui sont susceptibles de contenir des microsatellites, et enfin par I'extraction d’ADN et le test des
loci (BRUFORD et WAYNE 1993, ASHLEY et Dow 1994). Ces opérations peuvent étre longues
requerrant plusieurs semaines voir plusieurs mois avant d’avoir un nombre suffisant de loci poly-
morphes. Cette démarche est nécessaire pour les espéces ol aucun locus microsatellite n’a encore
été déterminé ou si 'on désire cloner de nouveaux loci. En revanche, si des microsatellites ont
été développés pour des espéces proches, il est possible de tester directement ces loci sur 1’es-
péce étudiée. C’est le cas pour le loup ot de nombreux microsatellites ont été développé chez
le chien. J’ai sélectionné, parmi les microsatellites développés chez le chien (FRANCISCO et al.
1996, MELLERSH et al. 1997, NEFF et al. 1999), uniquement les tétra-nucléotides (Etapes 1 et
2 dans la FIGURE A.1). En effet, ce type de microsatellites seraient moins soumis aux erreurs
d’amplification (meilleure fidélité d’amplification) que les di-nucléotides par exemple (EDWARDS
et al. 1991). Quarante deux microsatellites ont été sélectionné dont l'indice de facilité d’ampli-
fication était le plus fort (quand il était disponible) et la température d’hybridation pour les 2
amorces était d’environ 55°C. Ces loci ont été testés en utilisant les conditions PCR préconisées
par les auteurs avec une température d’hybridation de 55°C (Etape 3 dans la FIGURE A.1). Ces
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tests ont été menés en utilisant un échantillon de tissu musculaire de loup mort. Un échantillon
de tissu a été utilisé car le tissu musculaire est susceptible de contenir assez d’ADN de bonne
qualité (pour peu que I’échantillon ait été convenablement préserver) pour obtenir des résultats
de génotypage fiables, a la différence des féces ol la quantité et la qualité d’ADN n’est pas assu-
rée. Afin de s’approcher des conditions de quantité d’ADN des féces, 'extrait d’ADN de tissu été
dilué 20 & 100 fois. Suivant les résultats de génotypage pour ces échantillons, les conditions PCR
ont été améliorées (augmentation ou diminution de la température d’hybridation, augmentation
de la concentration de MgCls ou de ANTP) pour chaque locus (Etape 4 dans la FIGURE A.1).

A.2.2 Sélection des loci « fiables »

Sur les 42 loci retenus, 30 ont été sélectionnés sur la base des résultats d’une part du point
de vue de l'intensité des bandes obtenues et d’autre part de la netteté des bandes et 1’absence de
bandes multiples (Etape 5 dans la FIGURE A.1). En utilisant 13 échantillons de tissus de loups
morts (7 loups italiens, 4 loups frangais, 1 loup suisse) provenant tous de la lignée génétique (ADN
mitochondrial) italienne, le nombre d’alléles pour les loci sélectionnés a été déterminé en utilisant
une amorce fluorescente pour chaque couple d’amorces d’un locus. Onze loci microsatellites ayant
les nombres d’alléles et les taux d’hétérozygotie les plus importants (TABLEAU A.1) et localisés
sur des groupes de liaison différents (NEFF et al. 1999 ; voir TABLEAU A.2) ont été retenus pour
le systéme de loci polymorphes (Etape 6 dans la FIGURE A.1).

TABLEAU A.1 — Nombre d’alléles (N, ), nombre d’alléles ayant une fréquence supérieure ¢ 0.1 (N, > 0.1),
nombre d’individus testés (Nbindiv.), tauz d’hétérozygotie observée (H,ps), taux attendu d’hétérozygotie
a Uéquilibre de Hardy-Weinberg (Hegp), probabilité d’identité calculée avec 'équation corrigeant la taille
de population (Plynpiased) €t probabilité d’identité calculée pour les frere-soeurs (Plgps).

Loci N, N, >0.1 Nbindiv. Hys Herp Plunbiased Plgips

FH2199 8 3 13 0,92 0,79 3,18.10°°%2 3,71.107°1
FH2161 5 4 13 0,85 0,74 7,37.10792 4,08.10~0¢
FH2054 6 4 13 0,85 0,76 5,88.107°2 3,96.10~°L
FH2137 9 3 13 0,85 0,78 328.107°2 3,79.10°°!
FH2140 3 3 13 0,85 0,58 2,17.107°7 5,26.107°!
FH2096 3 3 13 0,85 0,64 1,65.10°°0 4,81.107°1
FH2356 6 2 13 0,77 0,57 1,36.10°°T 5,18.1070T
FH2247 6 4 13 0,69 0,69 6,93.107°2 4,40.107°1

PEZ17 3 3 13 0,77 0,64 1,74.107°T 4,.84.1071
FH2289 6 3 13 0,54 0,65 7,75.107°2 4,62.10°°1
FH2050 5 4 13 046 0,7 943.107°%2 4,33.10701

Ces 11 loci porteront des fluorescences de couleur différente afin qu’ils puissent étre utilisés
dans un ou plusieurs multiplexes de charge sur séquenceur automatique. Le TABLEAU A.2 montre
les séquences des amorces pour les 11 loci sélectionnés ainsi que le groupe chromosomique, la
température d’hybridation et les couleurs de fluorescence.
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TABLEAU A.2 — Informations concernant les 11 loci sélectionnés : noms des loci, groupes de liaison (Gr.
Liais. ; valeur pour NEFF et al. 1999/MELLERSH et al. 1997), séquences des amorces (Seq. Amorces) 5’
— 87, motifs des répétitions (si disponible dans Francisco et al. 1996), références (Réf.; 1 = FRANCISCO
et al. 1996; 2 = MELLERSH et al. 1997; 3 = NEFF et al. 1999), température d’hybridation utilisée en
°C (THyb), étendue des tailles de fragments amplifiés déterminées a partir des 18 loups testés (Taille),
marquage fluorescent (Coul. ; 6’ FAM=DBlew; HEX=Vert; NED =Jaune).

Locus Gr. Liais. Seq. Amorces (5 — 3’) Motif Réf. THyb  Taille Coul.

FH2140 CFA5/L19 GGGGAAGCCATTTTTAAAGC (GAAA) 1 50 132-158 6’FAM
TGACCCTCTGGCATCTAGGA

PEZ17  L21/- CTAAGGGACTGAACTTCTCC ? 3 50 196-204 6’FAM
GTGGAACCTGCTTAAGATTC

FH2161 L32/L25 TCAGCAAGAAACCCTCCAGT (GAAA) 1 55 239-271  6’'FAM
CATTCCCAACGGAGGACTCT

FH2199 L13/L28 GCTGAGCACTGGGTATTGTATG ? 2 55 307-343 6’FAM
TGTTACAAATTAATGTGAAATGGC

FH2054 L9/L6 GCCTTATTCATTGCAGTTAGGG (GATA) 1 50 145-165 NED
ATGCTGAGTTTTGAACTTTCCC

FH2247 non lié TTCCCACTTACTTTATCATAGCAT ? 2 55 188-234 NED
CAAATGCAGATTAGGGACACA

FH2050 L24/L27 GTATCGAGTCCCGCGTTG (TAAA) 1 55 249-261 NED
CTGGGAGGTGCAAGGTTTAA /(AAAC)

FH2289 L11/L26 CATGGTCTCAGGATCCTAGGA ? 2 55 290-310 NED
CTAAGCATTCTCTCTGATGGTC

FH2096 L10/L17 CCGTCTAAGAGCCTCCCAG (GAAT) 1 55 96-104 HEX
GACAAGGTTTCCTGGTTCCA

FH2137 L4/L3 GCAGTCCCTTATTCCAACATG (GAAA) 1 50 155-185 HEX
CCCCAAGTTTTGCATCTGTT

FH2356 L14/non lié CTTGCATTCCCGCTCTCACT ? 2 55 208-248 HEX

TCCTGAAATAGCTCCAGCGC

A.2.3 Probabilité d’identité

La probabilité d’identité est la probabilité que deux individus pris au hasard dans une popu-
lation aient le méme génotype sur un ou plusieurs loci'*. Voir section 6.2.2.2.3 (p.84) pour des
détails.

A.2.3.1 Calcul de la probabilité d’identité pour les loups

En combinant les 11 loci sélectionnés et en utilisant les fréquences alléliques calculées &
partir des 13 individus analysés, les probabilités théoriques d’identité sont PI — 4,029.10719,
Plynpiased = 1,941.10712 et Pl = 1,267.107%. L’utilisation de ses 11 loci permettra donc
d’identifier sans ambiguité les individus de la population de loup. Dans ce cas, nous serons en
dessous des seuils recommandés de 0.01 afin d’estimer correctement la taille d’une population
(MILLS et al. 2000) et dans la fourchette 0.001-0.0001 (voir WAITS et al. 2001) pour l'identi-
fication individuelle dans le cas de braconnage. En revanche, il faut noter, que les calculs sont
réalisés a partir d'un échantillon d’individus (N=13) qui n’est pas complétement représentatif de

147] ne faut pas confondre avec la probabilité d’appariement (match probability) qui est la probabilité de tirer
un individu dont le génotype est identique & celui d’un individu que I'on a préalablement tiré (voir par exemple
Woobs et al. 1999)
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la population frangaise étudiée (j’ai utilisé ces échantillons car il appartiennent tous a la méme
lignée génétique et qu’ils étaient les seuls échantillons de tissus disponibles). On ne peut donc
prendre les valeurs ci-dessus comme celles de la population francaise étudiée. En revanche, vu
les faibles valeurs rencontrées et le fait que la population francaise provient de la population
italienne, on peut tout de méme penser que la probabilité d’identité est assez faible pour pouvoir
identifier les individus de loups en France.

A.2.3.2 Application des loci aux échantillons de féces

Les conditions PCR développées pour les échantillons de tissus méme en utilisant des extraits
dilués n’étaient pas optimales pour les échantillons de féces. En effet, en utilisant les mémes
conditions PCR sur les feces, le faible pourcentage de réussite des amplifications pour I’ensemble
des loci sélectionnés a conduit & de nouvelles mises au point, en recherchant les conditions
PCR donnant de meilleurs résultats (plus forte intensité des bandes et plus fort pourcentage
d’amplifications positives). En définitive, seulement sept couples d’amorces amplifiaient PADN
de fagon convenable (taux de PCR positives non nul, profils lisibles sur séquenceur) a partir
d’échantillons de feces. Pour les autres amorces, soit ’optimisation n’a pas été convaincante,
soit il s’agissait d'un défaut des amorces elles-mémes reconnu par le fournisseur. Les probabilités
d’identité en utilisant ces 7 amorces deviennent alors PI = 1,291.107% PT,npiased — 8,336.10798,
Pl = 3,248.10793. Méme si les valeurs sont plus fortes que précédemment, nous sommes encore
proches des valeurs recommandées (voir plus haut).

Avec une si faible efficacité des amplifications, il était raisonnable de penser que la fiabilité
des génotypes obtenus a partir des féces devait étre limitée. En effet, en répétant huit fois les
amplifications par échantillon et par locus, le pourcentage de PCR positives (i.e. donnant un
produit d’amplification compatible avec les tailles des fragments que 1’on doit obtenir) est ex-
trémement variable selon les loci et les échantillons (TABLEAU A.3). Le taux d’erreurs par perte
d’alleles est de 'ordre de 25-60% et les erreurs par faux alléles négligeables.

TABLEAU A.3 — Résultats d’amplification multiple (8 par échantillon et par locus) pour 4 échantillons (3
féces et 1 tissu) et 7 loci donnant des résultats exploitables. %P+= pourcentage de PCR positives ; %ZADO
= pourcentage de perte d’alléle. Hmz = échantillon homozygote pour le locus.

Echantillons 9606-277 9605-227 9605-230 T0699-02
Loci %P+ %ADO %P+ %ADO %P+ %ADO %P+ %ADO
FH2140 100 0 50 ? 100 Hmz 100 0
PEZ17 100 25 0 - 100 62,5 100 0
FH2161 50 Hmz 12,5 Hmz? 0 - 100 0
FH2050 12,5 100 0 - 37,5 ? 100 Hmz
FH2137 100 62,5 0 - 75 50 100 0
FH2096 100 0 62,5 ? 100 Hmz 62,5 0
FH2054 37,5 - 50 Hmz 25 Hmz? 100 12,5

Cette faible efficacité dans le génotypage peut provenir de la dégradation de ’ADN dans les
féces, des inhibiteurs de PCR contenus dans les échantillons et enfin de la faible quantité d’ADN.
Afin de quantifier 'ADN de loups dans un extrait, j’ai comparé l'intensité des bandes obtenues
pour ’échantillon de féces avec une gamme de dilution a partir d’un échantillon de tissu. En effet,
le dosage direct de ’ADN dans un extrait d’échantillon de féces est impossible (mais voir MORIN
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et al. 2001 pour une nouvelle technique de dosage basée sur la PCR quantitative) car il existe
dans Pextrait de ’ADN hote (de I'individu qui & déposer la féces) et de ’ADN bactérien de la
flore intestinale. Pour estimer la quantité d’ADN dans un extrait de féces, j’ai me suis donc basé
sur la concentration d’ADN dans un extrait de tissus. J’ai comparé "amplification de cet extrait
de référence dilué plusieurs fois avec I'extrait de féces grace & plusieurs loci microsatellites.

Le dosage de 'extrait de tissu a été effectué au fluorimeétre avec la méthode du picogreen.
La gamme étalon a été réalisée avec de 'ADN de phage A (100ng/ml) dans du tampon TE
(Tris-EDTA). La gamme comporte les concentrations de 0, 0.05 ng/ul, 0.1 ng/ul, 0.2 ng/ul, 0.4
ng/pul, 0.6 ng/ul, 0.8 ng/ul et 1 ng/ul. Le dosage de PADN dans D'extrait de tissu de référence
est réalisé en diluant cet extrait 25 et 125 fois et en mesurant la densité optique de ces dilutions.
La FIGURE A.2 montre les résultats du dosage de ces dilutions. On peut estimer la concentration
d’ADN dans l'extrait (non dilué) de tissu a environ 25 ng/ul.
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FIGURE A.2 — Dosage de la concentration de I’ADN dans un extrait de tissu. Le graphe (Densité Optique
DO en fonction de la concentration d’ADN en ng/ul) montre les points de la gamme étalon et de lextrait
dilué 25 fois et 125 fois.

La deuxiéme étape consiste en 'amplification de plusieurs amorces microsatellites pour ca-
librer et estimer la quantité d’ADN dans un extrait de féces par rapport & 'amplification de
I'extrait de tissu. Dix paires d’amorces permettent de situer la concentration d’ADN de 'extrait
de féces en dessous de celle de I'extrait de tissu dilué 15625 fois.

On peut donc en déduire que la concentration d’ADN héte contenue dans 'extrait de féces
de loup est d’environ 1.6 pg/ul soit 1’équivalent d'une cellule pour 5 ul'®. Cette valeur est parmi
les plus faibles par rapport a celles déterminées par MORIN et al. (2001) (0-2550 pg/ul; moyenne
de 192 pg/ul). Ceci signifie que dans les conditions de PCR utilisées (notamment 5 pl d’extrait
par tube), nous sommes dans des conditions trés défavorables en ce qui concerne les erreurs
potentielles (voir TABERLET et al. 1996). D’apres les courbes de la FIGURE II. 5, nous pouvons

5une cellule contient environ 7 pg d’ADN (TABERLET et al. 1996).
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envisager obtenir un taux de PCR positives de 80% et un taux de perte d’alléle d’environ 60-65%,
ce qui est environ les résultats obtenus pour cet échantillon (voir plus haut).

100%

80% 4’

60% -

— % PCR positives

—— % génotypage correct

40% I

20% -

| | | | | | } Unités d'ADN (équivalen'r
4 5 6 7 8 9 10 1 cellule) par tube

FIGURE A.3 — Résultats des simulations concernant le typage génétique d’un hétérozygote (modifié d’aprés
TABERLET et al. 1996) avec la position (fleche) de ’échantillon dont la concentration a été déterminée
(voir texte).

A.2.4 Sexage des individus

Dans I'étude de la population francaise de loup, il était nécessaire de pouvoir identifier le
sexe de l'individu. Pour simplifier les expériences (c’est-a-dire en ne faisant pas de manipulations
- séquengage du marqueur SRY ou du géne de ’améloglobine - différentes de 'amplification des
microsatellites), j’ai décidé d’utiliser un locus microsatellite porté par le chromosome Y. A partir
d’une séquence d’un microsatellite spécifique au chromosome Y donnée dans GenBank (Accession
Number AF032441 ; Olivier, M. et Lust, G.), j’ai développé deux amorces pour pouvoir amplifier
ce microsatellite. L’amplification de ce microsatellite doit donner un produit d’amplification
(environ 115 paires de base) uniquement chez les méales et aucun produit chez les femelles. Apres
optimisation des conditions PCR, pour ces amorces et des tests d’amplification sur des loups
italiens dont je connaissais le sexe, 'amplification de ce locus s’est révélée plus ou moins efficace.
En effet, d’une part les échantillons de féces contiennent peu d’ADN et souvent dégradé (voir plus
haut), mais il faut préciser aussi que le microsatellite étudié ici n’est porté que par le chromosome
Y. Donc que le nombre de copies de ce locus est deux fois moins important que pour les locus
autosomaux utilisés précédemment. L’absence de produit peut donc étre interprété soit comme
Pabsence du marqueur (individu femelle), soit d’un fragment présent mais non amplifié (individu
maéle) car en trop petite quantité. Comme il n’existe pas de vérification pour le sexage des femelles
il est impératif de faire trés attention a la détermination du sexe comme par exemple de réaliser
plusieurs amplifications (bien que cela ne puisse résoudre complétement le probléme).

Récemment, SUNDQVIST et al. (2001) ont développé quatre loci microsatellites portés par le
chromosome Y. Contrairement & celui que j’ai développé, ces loci sont polymorphes (de 2 & 9
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alleles). Ils peuvent donc étre utilisés a la fois pour la détermination du sexe, mais aussi pour
I'identification individuelle des méles chez qui apparait ces loci, ot méme pour étudier la struc-
ture génétiques chez les males (voir SUNDQVIST et al. 2001).
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B.1 EXTINCTIONS ET EMERGENCE DE LA BIOLOGIE DE LA CONSER-
VATION

B.1.1 Diversité et extinctions

Pour un observateur, le nombre et les formes des espéces sont toujours étonnantes, allant
de microscopiques cellules procaryotes au plus grand organisme actuel, le séquoia géant (plus
de 6000 tonnes). En une seule journée de prospection dans une région tempérée, une personne
peut comptabiliser des centaines d’espéces différentes, des Insectes aux Mammiféres en passant
par les Oiseaux, et encore plus en comptabilisant les espéces végétales. Le nombre d’espéces
sur une surface donnée est encore plus étonnante dans les régions tropicales, spécialement en ce
qui concerne la classe des Insectes. Outre le nombre d’espéces animales et végétales, la diversité
écologique est aussi incroyable. Tous les milieux ont été colonisés, méme aux endroits ot l’on ne
pouvait suspecter la présence de formes vivantes : sources chaudes, déserts, fosses marines...

L’inventaire complet des formes biologiques est vraisemblablement loin d’étre terminé et les
estimations du nombre d’espéces sont trés variables. Seulement 1,5 millions d’espéces seraient
connues et répertorices (MYERS 1979, WILSON 1988). La plupart des espéces vivantes ne sont
pas encore découvertes et décrites et on estime le nombre total d’espéces & 5 & 10 millions (MYERS
1979) voire 5 & 30 millions (WILSON 1988)16.

Les enregistrements fossiles montrent que la diversité spécifique et la diversité écologique
n’ont cessé d’augmenter globalement depuis ’apparition de la vie, il y 3,8 milliards d’années.
Le nombre de familles des groupes vivants a globalement augmenté mais de fagon irréguliére
car il existe une dynamique dans I’évolution, la succession de spéciation et d’extinction. La
terre a ainsi connu de nombreuses phases d’extinction de masse plus ou moins importantes
permettant une dynamique dans les radiations spécifiques au cours des temps géologiques. Par
exemple, les Mammiféres n’ont pu évoluer et donner toutes les formes actuelles (allant de la
souris & I’éléphant en passant par ’homme) que parce que les dinosaures ont disparu a la fin du
Crétacé (il y a 65 millions d’années), laissant des niches écologiques vacantes pour 1’évolution
des petits Mammiféres (RAUP 1988). La composition spécifique du monde vivant n’a donc cessé
d’étre modifiée au cours des 3,8 milliards d’années depuis ’apparition de la vie sur Terre. Les
causes des cinq extinctions de masse (voir FIGURE B.1) sont pour la plupart inconnues mais
les archives fossiles montrent que ces extinctions ont eu pour conséquence la disparition de plus
de 50% de familles biologiques, jusqu’a plus de 90% de certains groupes marins pour l’extinction
du Permien.

Au cours des 50 000 derniéres années (Pléistocéne), il y eut plusieurs épisodes d’extinctions,
touchant en particulier les Mammifeéres et les Oiseaux (CAUGHLEY et GUNN 1996) mais de fagon
hétérogene suivant les continents (I’ Afrique étant le continent le moins touché pour les extinctions
de Mammiferes).

Il est trés difficile de trouver un consensus sur les causes des extinctions continentales du
Pléistocéne (DIAMOND 1989, CAUGHLEY et GUNN 1996), mais il est possible que la conjonction
de deux interprétations (bouleversement climatique et effet de la chasse et de la modification du
milieu par le feu) puisse expliquer ces extinctions (MYERS 1979, p.29). En revanche, en ce qui
concerne les extinctions de I’ére Holocéne (aprés 5000 ans BP), les effets (directs et indirects) de
la colonisation des Hommes sur certaines iles est fortement suspectée (DIAMOND 1989, OLSON

16La définition d’espéce utilisée dans la plupart des estimations est la définition basée sur la taxonomie ou sur
le concept biologique d’espéce, bien que d’autres concepts existent.
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FIGURE B.1 - Illustration de Uhistoire résumée de l’apparition de la vie (4 gauche) et des extinctions
(& droite) au cours des temps géologiques. L’échelle de temps est en millions d’années avant notre ére.
Diagramme des extincations, d’aprés BARBAULT (1997).

1989). Cette influence a conduit, dans certains cas, & I'extinction de la majorité des espéces de
grande taille (OLSON 1989). En Nouvelle Zélande, dans les iles Hawai, les iles Mascareignes, les
iles de la Société, les iles Marquises, la diversité des oiseaux a diminué de 30 a 50% (parfois jusqu’a
80%), pendant la période d’occupation des hommes (OLSON 1989). Pour ’époque récente, les
pertes d’espéces sur les continents semblent étre provoquées par 'apparition de la civilisation
humaine et de l'agriculture (MOROWITZ 1991) et étre accélérées par 'expansion démographique
humaine (MoOrROWITZ 1991, SOULE 1991). Plus particuliérement, I’augmentation des extinctions
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depuis le 17° siécle correspondrait & la grande expansion des européens possédant des armes de
plus en plus destructrices (DIAMOND 1989) et a I'industrialisation (SMITH et al. 1993). Il parait
donc évident que l'origine humaine de la majorité des extinctions de ces derniers siécles ne fait
aucun doute (EHRLICH et WILSON 1991). Les 20° et 21°¢ siécles pourraient étre les siécles les
plus néfastes en ce qui concerne les extinctions d’espéces animales et végétales. Certains auteurs
affirment qu’apres cette période de 200 ans, I'extinction massive des espéces sera comparable
& celle intervenue il y a 65 millions d’années et qui a vu s’éteindre la plupart des espéces qui
vivaient sur terre (LANDE 1988) et qui a duré environ un million d’années. L’amplitude et le
rythme de cette « sixiéme extinction » depuis 'apparition de 'homme (LEAKEY et LEWIN
1995 cité dans FRANKHAM et al. 2002) sont extrémement inquiétantes (voir TABLEAU B.1).
Certaines projections soutiennent que plus d’un quart des espéces sur Terre disparaitraient dans
les 50 ans & venir et ce serait aussi la premiére fois que les plantes subiraient une extinction
massive (EHRLICH et WILSON 1991)'7. De plus, le processus évolutif inverse de 1’extinction (la
spéciation) qui doit créer des espéces, est aussi perturbé par des facteurs humains (ERWIN 1991)
et le rythme d’extinction surpasse largement I’apparition de nouvelles espéces (FRANKHAM et al.
2002, p.2) ce qui limite 'apparition naturelle des espéces.

TABLEAU B.1 — Nombre d’espéces éteintes et menacées de 1600 a nos jours dans différents tazons et
représentation (en %) des espéces éteintes sur les iles.

Nb d’espéces éteintes®’® % du taxon®® % sur iles* Nb d’espéces menacées®

Mammiféres 85/59 2,1/1,3 60 505
Oiseaux 113/116 1,3/1,2 85 1029
Reptiles 21/23 0,3/0,4 95 167
Amphibiens 2/2 0,05/0,07 0 59

Poissons 23/29 0,1/0,1 4 452
Invertébrés 98/65 0,01/0,015 49 999
Mollusques 191/191 -/0,2 79 354
TOTAL 533/485 3564

2 FRANKHAM et al. (2002); ® CAUGHLEY et GUNN (1996)

B.1.2 Déclin et extinctions

Le probléme actuel au niveau de la biodiversité!® est donc cette sixiéme extinction. On
peut identifier plusieurs facteurs conduisant au déclin et a l'extinction de populations'®. Ces
facteurs ont des effets qui interagissent entre eux (GILPIN et SOULE 1986, SHAFFER 1987) si

17Certains auteurs relativisent les estimations et les prévisions des extinctions récentes et futures en mention-
nant que les données sur les causes d’extinction sont difficilement disponibles (voir par exemple CAUGHLEY et
GUNN 1996) et qu’il existe des biais (notamment un biais d’échantillonnage, SMITH et al. 1993 ; ou une mauvaise
utilisation des théories de la biogéographie insulaire, voir MANN 1991).

8Te concept de biodiversité intégre trois composantes et leurs interactions : la diversité spécifique (richesse et
abondance relative en espéces), la variabilité génétique (variabilité au niveau de I’ADN) et la diversité écologique
(formes et modes de vie).

90u d’une espéce si toutes les populations de cette espéce disparaissent
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bien qu’une population peut entrer dans un spirale (ou vortex d’extinction, GILPIN et SOULE
1986) conduisant a son extinction, sinon & son déclin (voir FIGURE 1.1, p.8).

B.1.2.1 Facteurs naturels influencant les déclins et les extinctions

Les facteurs « naturels » provoquant le déclin et éventuellement les extinctions de populations

et d’espéces sont de plusieurs natures :

e Les causes déterministes : les déclins peuvent étre provoqués par des phénomeénes non-
aléatoires ¢.e. dont les effets ont une certaine direction et une certaine amplitude. Par
exemple, lors de successions végétales, les différents stades sont amenés & disparaitre et
laisser la place aux stades suivants. Les facteurs humains (voir plus loin) peuvent étre
considérés comme des facteurs déterministes.

e Les causes stochastiques : ce sont des facteurs aléatoires dont les variations de direction
et d’amplitude sont imprévisibles.

— Stochasticité démographique : elle résulte des hasards des paramétres de natalité
et de mortalité dans une population du fait de la réalisation d’un processus aléatoire
dans une population & petit effectif. Par exemple, les individus d’une petite population
peuvent étre majoritairement des males (indépendamment de la mortalité) méme si la
sex-ratio est de 0,5 & la naissance.

— Stochasticité environnementale : elle est liée aux variations des facteurs biotiques
(ressources alimentaires, compétition, prédation, etc.) et abiotiques (climat). Les évé-
nements catastrophiques (e.g. inondations, incendies, sécheresses, météorites) sont
des cas extrémes de facteurs stochastiques environnementaux qui peuvent conduire a
des extinctions soudaines de populations.

— Stochasticité génétique : cette stochasticité est due aux variations aléatoires de la
composition génétique des populations. La dérive génétique (perte aléatoire d’alléles) et
la consanguinité (reproduction entre apparentés) peuvent influencer la viabilité d’une
population et sont & la base de la génétique de la conservation dans les petites popula-
tions.

B.1.2.2 Les facteurs d’origine humaine

Les impacts de 'Homme sur la nature ont des effets différents suivant les pays (distinction
Nord-Sud, SOULE 1991) car sont favorisés par la croissance de la population humaine, la pauvreté,
la volonté de profits & court terme, ’anthropocentrisme (par exemple, les donations en Amérique,
sont principalement orientées vers la religion et ne vont que minoritairement vers les associations
pour la protection de la nature), les transitions culturelles et économiques (passage d’'un mode
de subsistance & une demande de profit croissant), et enfin aux facteurs politiques (reliés au
conditions économiques du pays).

On reconnait généralement que la diminution de la biodiversité et la détérioration de la nature
peuvent étre causées par plusieurs facteurs humains directs ou indirects (MYERS 1979, DIAMOND
1989, WESTERN et al. 1989, EHRLICH et WILSON 1991, SOULE 1991, SPELLENBERG 1992,
BARBAULT 1997) :

e Destruction directe et dégradation de zones naturelles : urbanisation, déforestation, asse-
chement de zones humides, défrichement, aménagement de cours d’eau, barrages. Ces dé-
gradations provoquent souvent la fragmentation des habitats, par exemple le morcellement
des foréts. La fragmentation des habitats entraine tout d’abord des effets de bordure
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(SOULE 1980a) : le centre des fragments sera plus proche de la lisiére et les fragments pos-
séderont une plus grande quantité de lisiére comparée & leur surface. Les lisiéres sont des
zones qui ont des caractéristiques particuliéres car elles subissent les influences des deux
milieux. Méme si elles peuvent contenir une plus grande diversité spécifique (car au niveau
de la lisiére, certaines espéces des deux milieux peuvent coexister), les espéces propres aux
deux milieux peuvent disparaitre. De plus, la fragmentation peut provoquer la diminution
de la taille des habitats donc des isolats populationnels, la diminution de la connectivité
entre populations et la restriction de la dispersion et de la colonisation. Les effets de la
taille et des effets de lisiéres sont intimement liés entre eux (SOULE 1980a).

e Dégradation indirecte par la pollution de l'air, de ’eau et du sol et autres facteurs de
I'influence humaine comme "'augmentation de I’effet de serre, pouvant induire une élévation
de la température et du niveau de la mer (SOULE 1989). Ces facteurs peuvent affecter
directement les organismes ou des cycles biologiques entiers.

e Surexploitation de populations animales ou végétales : chasse, péche, cueillette. C’est le
facteur le plus direct affectant la diversité spécifique. Le développement des armes et des
technologies de chasse ont eu un impact sur la faune, spécialement sur les grands mam-
miféres (voir BREITENMOSER 1998). Dorénavant, I'impact relatif de la surexploitation des
espéces est peut étre moins important, parce que beaucoup de candidats a I’extermination
sont maintenant éteints ou vont ’étre (DIAMOND 1989), mais il n’en reste pas moins que
certaines espéces sont aujourd’hui menacées par le braconnage (e.g. rhinocéros, éléphant
pour ne citer que les plus populaires).

e Introduction d’espéces exotiques prédatant ou entrant en compétition avec les espéces en-
démiques (I’exemple phare étant l'introduction de singes Macaca fascicularis et de cochons
domestiques qui auraient conduit a l’extinction du dodo Raphus cucullatus sur les Iles
Mascareignes & cause de la prédation des oeufs et des poussins, de la compétition pour
la nourriture). Ceci doit étre associé a l'introduction de maladies dans des régions ou les
espéces ne sont pas préparées et immunisées contre la nouvelle maladie (voir revue dans
DASZAK et al. 2000).

B.1.2.3 Le role prépondérant de la taille de population

La taille de population est primordiale pour la gestion des populations en déclin, des popu-
lations des réserves, de zoos ou des populations insulaires (CAUGHLEY et GUNN 1996, p.165).
La taille de population est d’ailleurs un des critéres fondamentaux dans 1’établissement des listes
IUCN?? (J. O’Grady, non publié, cité dans FRANKHAM et al. 2002). En effet, en plus des impacts
directs de certains facteurs sur 'effectif des populations, les populations souffrent de conséquences
diverses directement dues & leur faible effectif. Il existe des seuils en dessous desquels les forces
aléatoires non-adaptatives prévalent sur les forces adaptatives et déterministes (SOULE 1985,
1986b). Quand Deffectif de la population est faible, plusieurs effets stochastiques sont attendus
au niveau démographique (augmentation des effets dus a la stochasticité démographique et en-
vironnementale) et au niveau génétique (dérive génétique, consanguinité et baisse de la diversité
génétique) qui augmentent la variabilité du taux d’accroissement de la population et la valeur
de la probabilité d’extinction de la population (par exemple en diminuant la capacité a répondre
aux changements d’environnement, voir FRANKHAM et al. 1999).

2Tnternational Union for Conservation of Nature and Natural Ressources
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B.1.2.3.1 Stochasticité démographique

Dans une population a fort effectif, I’absence de reproduction ou la mortalité chez certains
individus seront « tamponnées » s’il y a un assez grand nombre d’autres individus assurant
le renouvellement de la population. En revanche, dans une petite population, dans les mémes
conditions, le taux d’accroissement devient trés variable et la population peut alors s’éteindre trés
rapidement, car elle n’a pas un assez grand nombre de reproducteurs pour compenser la perte
de reproduction et remplacer les individus qui meurent (CAUGHLEY et GUNN 1996, p.167). La
modification de la distribution en 4ge ou en sexe a aussi une grande influence sur le déclin de
la population. Par exemple, pour une population qui a perdu la grande majorité des femelles
matures, la sex-ratio sera biaisée en faveur des maéles et la reproduction sera moins performante
I’année suivante puisque limitée par le nombre de femelles. Dans ce contexte, on définit une taille
efficace (démographique) de population, qui correspond & la taille d’'une population ayant une sex-
ratio équilibrée et une distribution en age stable (population idéale) et ayant un accroissement net
identique & la population étudiée. La taille efficace correspond au nombre d’individus participant
réellement & la reproduction.

B.1.2.3.2 Stochasticité environnementale

Les petites populations peuvent étre menacées par la stochasticité environnementale. Les
conséquences de la stochasticité environnementale sont liés (comme pour la stochasticité démo-
graphique) aux effets de tirage aléatoire dans une population avec trés peu d’individus. Dans le
cas extréme des événements climatiques soudains de type catastrophique, le taux de mortalité
peut étre plus élevé chez les reproducteurs que chez les juvéniles, réduisant le recrutement a la
prochaine génération. La structure en age est modifiée et cela peut faire diminuer encore plus la
taille de population.

En revanche, d’aprés CAUGHLEY et GUNN (1996), les effets de la stochasticité environne-
mentale sur le taux d’accroissement d’une population seront différents de ceux de la stochasticité
démographique. La variance du taux d’accroissement générée par les fluctuations environnemen-
tales serait en fait indépendante de la taille de population.

B.1.2.3.83 Stochasticité génétique

La taille de population et sa réduction sont des points cruciaux en génétique de la conserva-
tion. L’évolution génétique des populations est régie par les mutations, la migration, la sélection
et 'aléatoire. Dans les petites populations, c’est le dernier facteur qui est le plus important car
les taux de mutation sont faibles et leurs effets sont inexistants & court terme. De méme, les
effets de la sélection sont réduits ou inexistants (FRANKHAM et al. 2002).

La génétique des petites populations peut étre articulée autour de deux points majeurs : la
dérive génétique et la consanguinité.

B.1.2.3.3.1 La dérive génétique

En absence de sélection, de mutation, d’immigration, les effets combinés de la ségrégation
des alleles dans les gamétes et de facteurs tels que la sex-ratio, la variance de la production de
progéniture entre individus, la reproduction non aléatoire entre individus, produisent des change-
ments aléatoires dans les fréquences des alléles provoquant une diminution de variation génétique
par dérive aléatoire (LACY 1987, LANDE et BARROWCLOUGH 1987). La dérive génétique cor-
respond donc & la perte de certains alléles et & la fixation d’autres. La perte d’alléles dans une
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petite population peut étre simplement expliquée par le fait que les alleles sont ségrégés parmi
les gamétes de la génération parentale pour étre représentés dans la génération suivante. Cette
« loterie » répond & trois régles (CAUGHLEY et GUNN 1996) :

e plus la population est petite, plus les différences entre fréquences alléliques vont augmenter,

e plus la fréquence d’un alléle est faible, plus cet alléle a de chance d’étre perdu a la génération
suivante,

e plus la fréquence d’un alléle est élevée, plus cet alléle a de chance d’étre fixé & la génération
suivante.

Il en résulte une augmentation du nombre d’homozygotes et une diminution du nombre

d’hétérozygotes (fixation et perte d’alléles; e.g. ENGLAND 1997) ce qui peut entrainer :

e la perte de variabilité génétique qui peut diminuer le potentiel évolutif en réduisant la
capacité d’adaptation a l’environnement et & ses changements (FRANKHAM et al. 1999).

e l'expression d’alléles déléteres récessifs qui seront fixés s’ils ne sont pas létaux.

e l'augmentation de la sensibilité des lignées & des pathogénes dans le sens ou les patho-
génes auront beaucoup plus de facilité a se propager dans une population ou les individus
sont génétiquement identiques (ayant le méme systéme d’histocompatibilité) que dans une
population ou les individus sont génétiquement différents (O’BRIEN 1994).

B.1.2.3.3.2 Consanguinité et dépression de consanguinité

Le faible effectif d’une population entraine une autre conséquence : la consanguinité. La
consanguinité correspond & la reproduction entre apparentés. Cette consanguinité peut étre pré-
sente dans de grandes populations mais dans une petite population, la probabilité d’appariement
entre apparentés augmente au fil des générations puisque les types d’appariement seront limités
par le nombre d’individus présents (FIGURE B.2).

La consanguinité entraine, sans changement des fréquences alléliques, une augmentation du
taux d’homozygotie, et ainsi une exposition des alléles récessifs délétéres, ce qui va entrainer une
« dépression de consanguinité » se traduisant par une diminution de la moyenne des valeurs de
fitness pour les caractéres de reproduction (FRANKEL et SOULE 1981). Ces conséquences peuvent
souvent amener & l'extinction de la population (voir MILLS et SMOUSE 1994, FRANKHAM et
RALLS 1998, SACCHERI et al. 1998) surtout dans les cas de populations isolées et fermées.

Il semble que les différences de susceptibillité a la dépression de consanguinité parmi les
mammiféres, les oiseaux et les invertébrés sont faibles (FRANKHAM, expériences en captivité non
publiées, cité dans FRANKHAM et al. 2002). Par contre a 'intérieur de chaque espéce, la dépression
de consanguinité peut varier de fagon importante entre populations. En effet, la dérive génétique
peut faire disparaitre les alléles délétéres susceptibles d’étre exposés par la consanguinité.

B.1.2.3.3.3 Notion de taille efficace génétique

La taille efficace est la taille d’une population idéale?! qui aurait le méme taux de changement
génétique que la population étudiée (KIMURA et CROW 1963). Les conséquences génétiques dans
les petites populations dépendent de la taille efficace de la population et non directement de sa
taille réelle. Il est donc impératif d’estimer la taille efficace d’une population (voir plus loin) pour
appréhender les risques de dérive génétique et de consanguinité.

2lau sens de WRIGHT 1931 ; pas de migration, générations non chevauchantes, union aléatoire des gamétes, pas

de sélection, les mutations sont ignorées, nombre de reproducteurs constant pour toutes les générations, taille des
familles homogeéne, sex-ratio équilibrée.)
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FIGURE B.2 — Pedigree de la population captive du cheval de Przewalski (Equus przewalskii) montrant
que les croisements entre apparentés augmentent dans le temps dans une population restreinte. Issu de
FRANKHAM et al. (2002).

Dans les populations naturelles, le rapport N /N est en général inférieur a 1 avec une moyenne
d’environ 0.11 (méta-analyse, FRANKHAM 1995) ce qui signifie que les populations se comportent
génétiquement comme si elle ne contenait que 10% de leurs individus.

B.2 L’EMERGENCE DE LA CONSERVATION

Le passé a donc montré de nombreuses périodes d’extinction plus ou moins importantes et
on s’apercoit que le role de 'Homme est largement reconnu dans la récente phase d’extinction.

L’origine de la conservation des milieux naturels remonte trés loin dans ’histoire de ’'Homme
avec les croyances religieuses et philosophiques, notamment orientales (BARBAULT 1997, p.101).
En occident, on ne sait pas trop quand cette idée a émergé (peut étre avec ST THOMAS D’ ACQUIN,
ST FRANGOIS D’ASSISE ou J.J.ROUSSEAU?) mais l'idée concréte de la conservation nait au
cours du 19° siécle. L’exemple de I’Amérique est particuliérement intéressant car elle a eu un
role non négligeable dans le développement de 1’écologie et de la conservation (BARBAULT 1997).
Longtemps vue comme un ensemble de territoires hostiles et sauvages, I’Amérique a été colonisé
et le sentiment de dominance était réel. En 1620, le gouverneur William BRADFORD décrivait
I’Amérique vierge comme une terre « hideuse et désolée » qu’il fallait conquérir. Pourtant, c’est
en Amérique qu’apparait 'idée de la responsabilité de ’homme dans la dégradation de la nature
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et son devoir de corriger cette dégradation est pleinement exprimé par George P. MARSH (Man
and Nature/Earth as Modified by Human Action, cité dans EHRENFELD 1970 p.6). Au cours du
19¢ siécle, plusieurs expéditions rendent compte de la splendeur du territoire nord américain. En
1832, George CATLIN, propose de créer « un parc de la nation avec ses bétes et ses hommes dans
la fraicheur de leur beauté sauvage ». En 1864, la premiére mesure concréte de protection d’un
paysage naturel est prise par le gouvernement américain en donnant la vallée du Yosemite et
une forét de Séquoia a ’état de Californie. Cela deviendra plus tard le Yosemite National Park.
En 1872, c’est la création du premier parc national du monde, le Yellowstone National Park, qui
deviendra trés vite une sorte de parc de récréation plutoét qu’un sanctuaire pour la faune et la
flore (voir FIGURE B.3).

FIGURE B.8 — L’entrée Nord du parc national du Yellowstone (Photo N.Valiere). L’inscription est typique
de ce que deviendra le parc : « Au profit et pour le plaisir du peuple ».

A la fin du 19€ siécle, un courant romantique nait sous I'impulsion des écrivains EMMERSON
et David H. THOREAU : la nature a une autre raison d’étre qui ne se limite pas & des dimensions
économiques et matérialistes (BARBAULT 1997). Au début du 19° siecle, John MUIR et Gifford
PINCHOT opposent leur point de vue (voir EHRENFELD 1970). D’un co6té la conservation des sites
et des ressources est primordiale pour stimuler les sentiments religieux et favoriser les expériences
spirituelles mais aussi pour conserver les communautés d’espéces vivant dépendamment les unes
des autres. De l'autre coté une vision « hyper-matérialiste » 22 de la conservation des ressources
naturelles (notamment des foréts).

Un autre courant apparait avec le développement de 1’écologie évolutive sous I'influence du
premier conservationniste américain Aldo LEOPOLD. Cette vision de la nature, encore imprégnée
par l'idée d’équilibre, décrit la nature comme un ensemble de parties dynamiquement reliées
entre elles dans un systeme intégré qu’il faut protéger en conservant les caractéres propres des
écosystéemes et de leur régulation naturelle. Dans les années 1960-70, une confluence sociale
et scientifique (explosion des théories et des données sur I’écologie des communautés et de la

22« L’usage adéquat des ressources naturelles est le plus grand bien pour le plus grand nombre et pour le plus
longtemps ».
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biogéographie insulaire ; volonté de séparer le biologie « traditionnelle » de la biologie moderne
des populations incluant les domaines appliqués de la foresterie - forestry -, de la pécherie -
fisheries - ou de la gestion de la vie sauvage - wildlife management ; tendance sociale des mou-
vements environnementalistes et prise de conscience de la « crise de la biodiversité » ; SOULE
1986a, 1987a, BARBAULT 1997) incite les professionnels (biologistes, sociologues, gestionnaires,
administrateurs) a développer une nouvelle discipline de la biologie : la biologie de la conservation.

Les différents mouvements décrits ici montrent les nombreux points de vue que 'on peut
avoir dans l'idée de conservation. Les différents concepts s’articulent notamment dans la place
de 'homme dans la nature et de son intervention dans la conservation de la vie sauvage et
des espaces naturels. L’homme peut étre écarté de la nature sauvage et ne doit pas influencer
Pévolution naturelle (vision plut6t meéditerranéenne). L’homme peut aussi étre au centre de
la nature et l'influencer largement (vision plutdt anglo-saxone). Pour la vision utilitariste de la
conservation, 'intérét de ’homme doit étre le but de la conservation. Cela est d’ailleurs privilégié
dans les pays en développement ol la conservation des espéces et des milieux ne peut en aucun
cas se faire au détriment des populations locales, mais au contraire & leur avantage.

B.2.1 Pourquoi et comment conserver ?
B.2.1.1 Pourquoi conserver ?

De nombreux arguments incitent & conserver et protéger les espéces et/ou les écosystémes.
Il y a tout d’abord une dimension éthique & la conservation et la protection de la nature : toute
forme de vie a le droit d’exister et ’'Homme n’a aucun droit sur une espéce (MYERS 1979, p.46).
Il a une responsabilité morale de protéger « ses compagnons vivants dans I'univers » (EHRLICH
et WILSON 1991). Un argument plus populaire est que la perte de la diversité spécifique est
un probléme évident (argument dit « esthétique », EHRLICH et WILSON 1991). I augmentation
continuelle de 'intérét du public pour la nature (e.g. éco-tourisme, films sur la vie sauvage)
démontre le besoin de conservation de la biodiversité spécifique. C’est aussi le potentiel évolutif
qu’il faut conserver car il ne s’agit pas de conserver les espéces et les écosystémes tels qu’ils sont
a ’heure actuelle, mais il faut conserver les processus écologiques et évolutifs pour permettre
des adaptations futures. D’ou l'intérét de conserver la diversité génétique qui est la base du
potentiel évolutif car elle gouverne la diversité phénotypique des organismes (voir WOODRUFF
1989). D’autres arguments mettent en avant les intéréts « matériels » de conserver et protéger la
biodiversité (e.g. MYERS 1979, pp.57-81, SPELLENBERG 1992, pp.13-20). En effet, de nombreuses
espéces végétales et animales fournissent des composés ou des produits qui peuvent étre utilisés
en médecine (e.g. médicament, antalgiques, antibiotiques, hormones, enzymes), en agriculture
(e.g. pour la nourriture) ou dans 'industrie (e.g. latex, résines, huile essentielle).

B.2.1.2 Les moyens de conservation

Les différents arguments en faveur de la protection et de la conservation de la biodiversité
ont nourri les débats sur la cible des actions : faut-il conserver les écosystémes (processus et
fonctions), les assemblages biogéographiques, les espéces, la diversité génétique... (SOULE 1991,
WESTERN 1992). La protection d’aires naturelles permet de conserver les espéces qui y vivent et
la mise en place des ces aires est souvent liée a la biodiversité existante (voir MEDAIL 2001). En
revanche, la conservation d’une espéce est souvent privilégiée surtout parce que cette espéce est
« charismatique » (par exemple les grands vertébrés MCNAUGHTON 1989, WOODRUFF 1989).
Au-dela de la conservation des espéces, il s’agit de conserver les processus mettant en jeu ces
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espéces. La diversité écologique est donc aussi un critére important dans la volonté de conserva-
tion. Comme le rappellent WESTERN et al. (1989), protéger les espéces, les communautés et les
processus écologiques sont des actions complémentaires. Comment, en effet, exclure la conserva-
tion des espéces quand on conserve les communautés et les processus 7 Parallélement, lorsque ’on
protége et conserve les espéces, c’est aussi certains processus et communautés que ’'on préserve.

Il est possible de classer les modes de conservation et de protection en plusieurs niveaux
(BARBAULT 1997), qui n’ont pas les méme buts et les mémes conséquences sur la conservation
des différents cibles biologiques (voir TABLEAU B.2).

B.2.1.2.1 Les aires de protection

C’est un mode de conservation in situ (c’est-a-dire sur place). Une aire protégée est selon
I'TUCN, «une zone de terre ou de mer consacrée particuliérement a la protection de la biodiversité
et des ressources naturelles et culturelles qui lui sont associées et gérée selon des lois ou d’autres
moyens efficaces » (cité dans BARBAULT 1997). 1l existe plusieurs types d’aires protégées, diffé-
renciés, en particulier, suivant les restrictions de l'intervention de 'homme. Si les parcs allient
la protection d’une aire tout en permettant ’accés au public en ayant un role « d’éducation »
(voir par exemple le Parc du Yellowstone), certaines réserves sont fermées a toute implication de
I’homme. D’autres systémes doivent prendre en compte simultanément les objectifs de conserva-
tion et de développement des sociétés humaines (par exemple les réserves de biosphéres créées
par 'UNESCO grace au programme MAB, Man and Biosphere en 1974). Aujourd’hui, il existe
plus de 4500 parcs et zones protégées répartis sur les 5 continents et comptabilisant une superficie
totale de 4,5 Millions de km?.

B.2.1.2.1.1 La conservation ez situ des ressources

Il existe plusieurs possibilités de conservation ez situ (c’est-a-dire hors site). Les plus tradi-
tionnelles sont les parcs zoologiques et les jardins botaniques. Ce sont deux systémes artificiels qui
ont pour but de conserver et de reproduire des organismes vivants dans des conditions contrélées
et semi-artificielles afin de conserver les espéces et les ressources génétiques.

Les zoos et les jardins botaniques sont aujourd’hui plus que des « musées du vivant » car les
gestionnaires de ces établissements ont des roles non négligeables en conservation en participant
activement aux programmes de reproduction des espéces en danger avec une coopération dans des
programmes de conservation in situ (voir FRANKHAM et al. 2002, pp.421-422). Les espéces qui
sont gardées en captivité sont susceptibles de recouvrer la liberté dans des programmes de relaché.
Néanmoins, une gestion appropriée de ces populations restreintes doit étre menée afin de limiter
les effets de la consanguinité (voir Section B.4.2.2, p.156), de 'augmentation d’alléles délétéres
dans des conditions de sélection reldachée (LYNCH et O’HELY 2001). Certaines espéces (dont
loryx d’Arabie Oryz leucoryz, 'oryx algazelle Oryz dammah, 'addax Addaz nasomaculatus, le
cheval de Przewalski Equus przewalskii, le furet a pattes noires Mustela nigripes, le cerf du Pére
David Elaphurus davidiensis, le condor de Californie Vultur californicus, 11 espéces d’escargot
du genre Partula et quelques végétaux sont vivantes uniquement en captivité (FRANKHAM et al.
2002).

D’autres systémes consistent a préserver directement les ressources biologiques en conservant
artificiellement des graines, gamétes ou embryons, des tissus, des cellules des espéces en danger.
Les gameétes ou les embryons d’espéces en danger peuvent étre inséminés chez des animaux
domestiques, constituant ainsi des méres de remplacement (voir trois exemples chez les animaux



TABLEAU B.2 — Potentiel relatif des systémes de conservation pour la protection et la maintenance de la diversité biologique (modifié d’aprés Soulé,
1991). ’0° = pas de role; '+’, ++’, '+++ indiquent un role faible, modéré et significatif. Voir aussi SPELLENBERG (1992, p. 47175) pour les aires
de protection.

Systémes de conservation
Cibles de conservation Aires de Aires de Reé- Aires artificielles Parcs et Banques (tissus,
protection stricte! protection > introduction®  de protection?® jardins®  GrameADN)®

Ecosystéme
Processus et fonctions +++ ++ +4 +4+ 0 0
Utilisation humaine traditionnelle 0 ++ ++ + 0 0
Assemblages biogéographiques +++ ++ + ++ 0 0
Espéces endémiques ou indigénes +++ 4+ + ++ 4+ +
Populations locales +++ ++ ++ I ¥ +
Variation génétique des espéces
Equivalents sauvages d’esp. domest. 44+ 4+ + -+ T+ I
Variétés domestiques traditionnelles 0 + 0 + T T+
Variation génétique non-économique +++ 44+ 44 + + T
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dans LANZA et al. 2000). Cette stratégie de cryopréservation est bien plus applicable pour les
plantes en utilisant les graines qui entrent en dormance. Récemment, un appel & une coordination
internationale a été lancé pour unifier les efforts de conservation de ’ADN dans 'espoir de
sauvegarder une trace du patrimoine génétique des espéces en danger afin, dans le futur, de
recréer ce qu’étaient les organismes (MORIN 2000, POINAR et EGLINTON 2000, RYDER et al.
2000). Mais quel intérét de reconstruire des organismes si les milieux dans lesquels ils vivaient
ont été détruits et dégradés. La conservation d’ADN ou d’échantillons contenant I’ADN peut étre
par contre trés utile pour des buts scientifiques comme la comparaison de la diversité génétique
entre espéces actuelles et anciennes.

B.2.1.2.1.2 Les mesures légales

L’évolution des mesures légales s’est réalisée en trois phases (BEURIER 2001) : la protection
des espéces utiles & 'homme (avec une contrepartie : la destruction de « nuisibles » ), la protection
des milieux (e.g. Convention de Ramsar, 1971) et l'interdiction de certains commerces d’animaux,
puis enfin une approche prenant en compte les milieux, les espéces et leurs intéractions (e.g.
Convention de Berne, 1979).

Les mesures légales consistent & donner un statut législatif (ou assimilé) particulier pour
certaines espéces et habitats. Ces mesures peuvent dépendre des Etats et étre de la forme de
listes d’espéces interdites de chasse ou d’exploitation (par exemple les ESA ou Endangered Species
Act ameéricain ou australien), ou de législation visant & protéger un habitat et délimiter des
parcs et réserves naturels, ou encore a fixer les procédures d’étude et de réintroduction d’espéces
(comme par exemple la directive « Habitats-Faune-Flore » ou « Natura 2000 » de la communauté
européenne).

D’autres mesures peuvent étre prises au niveau international, par exemple :

e la «liste rouge » de 'TUCN : I'TUCN (International Union for Conservation of Nature
and Natural Ressources; 1948) est une organisation non gouvernementale internationale
regroupant plusieurs Etats mais aussi une grande majorité d’organisation de protection de
la nature. L’IUCN fournit une liste d’espéces classées selon leur statut?® : éteint, éteint
a l'état sauvage, en danger critique d’extinction, en danger, vulnérable, quasi menacée,
préoccupation mineure, données insuffisantes, non évalué. Le statut de chaque espéce est
déterminé selon plusieurs critéres comme le taux d’extinction projeté, 'effectif total d’in-
dividus matures, ’aire de répartition ou la réduction de la taille de population. Cette liste
n’a pas de réelle valeur législative mais encourage la coopération entre les gouvernements,
les organisations nationales et internationales concernées par la protection de ces espéces.

e La convention sur le commerce international des espéces en danger de la faune et la flore
sauvage (CITES, Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Faune
and Flora) : cette convention internationale publie tous les deux ans trois listes. Les espéces
de I’Annexe I sont des espéces en danger d’extinction et ne sont pas autorisées & étre
importées ou exportées par les nations signataires excepté sous certaines conditions non
commerciales (par exemple scientifique) ; I’Annexe IT est une liste des espéces non menacées
pour lesquelles on a besoin d’un permis assurant que ’animal ne sera pas blessé lors du
transport ; I’Annexe III est réservé au espéces dont les nations pensent qu’une coopération
internationale est nécessaire pour la survie et la conservation de cette espéce.

23 Catégories et Critéres de 'UICN pour la Liste Rouge Version 3.1 (2000), catégories préparées par la Com-
mission de la sauvegarde des espéces de 'UICN, approuvées lors de la 51° réunion du Conseil de PUICN Gland,
Suisse ; disponible sur le site de 'TUCN hitp ://www.iucn.org/themes/ssc/redlists/RLcats2001booklet.html
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B.2.1.2.1.3 Les programmes de restauration

Les programmes de restauration consistent en des activités intenses de gestion d’une espéce
menées pour augmenter ou retenir la richesse (diversité génétique par exemple), sa viabilité dé-
mographique ou sa productivité (effectif) dans des habitats dégradés (SOULE 1991). Elle consiste
a ré-introduire ou renforcer?* une population en amenant des individus de la méme espéce (ou un
taxon proche et interfertile). Ce type de systéme de préservation est extrémement cotiteux car il
nécessite des études intensives sur les deux sites ou populations (captives ou non) concernés (site
ou population d’origine des individus transférés et site ou population qui recevra ces individus).
De lourds moyens techniques pour le prélévement et le transport des individus d’un site & 'autre
devront étre mis en place. Enfin un suivi post-translocation est nécessaire pour s’assurer du suc-
cés de Uopération. Malgré le nombre croissant de programmes de réintroduction, cette pratique
souffre de I’absence de cadre théorique. Néanmoins, de nombreux domaines doivent étre étudiés
afin de mener au mieux ces opérations : études de terrains (écologie, démographie pour connaitre
les causes du déclin de la population), études génétiques, simulations informatiques.

B.3 LE ROLE DE LA BIOLOGIE EN CONSERVATION

SOULE (1987a) identifie six grands roles des membres de la Society for Conservation Biology
(crée en 1986) et donc de la biologie de la conservation :

e Modélisation et analyse des processus biologiques au niveau des populations, des commu-

nautés, des écosystémes et de la planéte,

e Inventaire et détermination de la systématique des espéces

e Test d’hypothéses (expérimentations)

e Développement et évaluation des interventions technologiques et de gestion pour maintenir

et restaurer la diversité et les fonctions,

e Communication des résultats (notamment par le biais du journal Conservation Biology),

e Intégration des connaissances aux activités humaines.

Plus généralement, le role principal de la biologie de la conservation est de faire le lien entre
les gestionnaires et les scientifiques afin que cette coopération puisse identifier les problémes,
fournir des principes scientifiques & la conservation et des procédures de correction (WESTERN
1989). C’est d’ailleurs grace a la biologie (en général) que les conservationnistes vont étre alertés
sur les risques biologiques encourus par les populations de petites tailles et consanguines, et sur
la dimension évolutive des principes de conservation (WESTERN 1989).

Pour tous ces réles, de nombreuses disciplines doivent coopérer, avec la participation de nom-
breux acteurs : écologie, biogéographie, systématique, génétique, science de 1’évolution, épidé-
miologie, sociobiologie, foresterie, pécherie, gestion, agronomie, médecine vétérinaire, économie,
politique, ethnobiologie, anthropologie, éthique environnementale, paléontologie, climatologie,
philosophie, océanographie, agences gouvernementales, organisations et associations non gouver-
nementales (SOULE 1986a, EHRENFELD 1987).

En ce qui concerne la biologie, on peut définir deux grandes implications : (i) identifier les
unités biologiques qu'il faut conserver et déterminer les priorités et (i) apporter des informa-
tions primordiales sur les populations, les espéces et/ou les écosystémes pour choisir la meilleure

24]a ré-introduction consiste a relacher des animaux qui ont disparus de Paire géographique ; le renforcement de
population consiste & relacher des animaux dans une zone d’oi ils n’ont jamais disparus.
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stratégie.

B.3.1 Diagnostic et prescription

Une approche rationnelle de la conservation veut que la premiére étape de cette démarche
soit d’identifier les unités de conservation (DIMMICK et al. 1999). De nombreux débats ont
lieu sur la sélection des aires de protection ou des espéces a protéger (voir SPELLENBERG 1992).

Les unités biologiques de conservation correspondent aux unités biologiques (espéces, sous-
espéces, populations,...) qui partagent une aire géographique et une histoire commune, et qui
montrent une différentiation des autres unités, pouvant ainsi étre gérées indépendamment?®. 11
existe de grandes controverses concernant l’identification et le choix des unités de conservation.
On peut, par exemple, se demander s’il vaut mieux conserver les processus écologiques et évolutifs
plutot que des espéces particuliéres entrant dans ces processus (WESTERN 1992). De méme, faut-
il concentrer ses efforts sur la diversité écologique (i.e. les processus), sur la diversité spécifique
(maintien du nombre d’espéces) ou la diversité génétique (importante dans les évolutions et
adaptations futures) (WOODRUFF 1989, CROZIER 1992). La trichotomie de ce débat concorde
avec les disciplines de ’écologie, de la systématique et de I’évolution (BOWEN 1999). Le choix
de prendre I'espéce comme unité de conservation est alors pragmatique (CAUGHLEY et GUNN
1996) car I’espéce est une entité biologique et évolutive que tout le monde connait. Toutefois cette
entité est difficile & définir de fagon consensuelle. Faut-il considérer ’espéce de fagon taxonomique
(typologique ; SOLTIS et GITZENDANNER 1999) ou de facon évolutive. La premiére approche
définie une espéce grace a la nomenclature (Genre espéce) alors que la seconde définie un espéce
comme unité d’évolution en prenant en compte les processus évolutifs (ROJAS 1992). 11 existe
plusieurs autres concepts alternatifs : le concept biologique de MAYR (1942) prenant isolement
reproductif des espéces comme critére principal, le concept évolutif (StMPSON 1961, WILEY
1978) ou divers concepts phylogénétiques (voir liste dans SOLTIS et GITZENDANNER 1999). 11 est
facile de comprendre que s’il existe plusieurs définition pour I'espéce, il existera presque autant
de stratégies de conservation puisque les efforts s’appliqueront sur des unités différentes (MORITZ
1994). Par exemple le nombre d’espéces de Drimys (Rongeurs) en Malaisie peut aller de 1 & 30
suivant le concept utilisé (voir référence dans RoJjas 1992).

Le choix de 'unité de conservation n’est pas une tache suffisante pour commencer un plan de
conservation. Encore faut-il savoir si une espéce doit étre conservée ou protégée et choisir quelle
espéce ou quelles populations utiliser 7 La conservation de sites naturels peut étre définie soit
de facon intuitive soit en utilisant des critéres plus objectifs basés sur la diversité (écologique,
en espéce) du milieu (SPELLENBERG 1992, SANTINI et ANGULO 2001). Un des arguments en
faveur du choix d’une espéce, a défaut de la conservation d’'un assemblage écologique, est que
certaines d’entre elles peuvent représenter des « espéces-parapluies », c’est-a-dire des espéces
dont la conservation permet la conservation d’autres espéces. Par exemple, les grands carnivores
nécessitent de grandes aires de protection qui incluent de nombreuses communautés et espéces,
autres que les grands carnivores (NOSs et al. 1996). Les choix d’une espéce ou d’une population
doit donc prendre en compte le statut de cette espéce ou population (déclin, risque d’extinc-
tion, influence de ’homme, etc.), les cotits requis par sa conservation, ainsi que les retombées
écologiques de sa protection.

%5Les unités de conservation peuvent étre différentes des unités de gestion sur lesquelles vont agir directement
les moyens de conservation.



B.3. Le réle de la biologie en conservation 149

B.3.1.1 L’apport de la biogéographie insulaire et du concept de métapopulation

La prise en compte de la structuration spatiale des populations (voir GILPIN 1987) a incité
a se pencher sur 'intérét de cette structuration dans les problémes de conservation. Le concept
de métapopulation est un exemple de cette influence. Une métapopulation est un ensemble de
populations locales qui possédent une dynamique propre & chacune, mais aussi une dynamique
globale a D’échelle de la métapopulation (ELMHAGEN et ANGERBJORN 2001). Le concept de
métapopulation a servi de base a la formalisation de la dynamique d’extinction/recolonisation
affectant les populations locales. Dans une métapopulation, quand une population s’éteint, elle
peut étre remplacée par une autre population. Un des facteurs clé de la dynamique de la mé-
tapopulation est donc l'inter-connectivité existant entre les populations locales permettant la
migration entre populations et la recolonisation de sites vacants. Le concept de métapopulation
a, entre autres, servi de base pour I’élaboration de modéles nécessaires a la conservation de
certaines espéces dont ’habitat a été fragmenté et dont les populations ont été plus ou moins
dispersées en plus petits groupes. La biogéographie insulaire (voir MCARTHUR et WILSON
1967) était une approche de la structure spatiale des populations dans des iles tenant compte
du taux d’immigration et des taux d’extinction, la distance au continent et la superficie des iles.
On a assimilé ensuite les réserves et refuges a des iles et cette théorie a permis de développer des
réflexions sur la détermination de la forme, la taille et la connectivité de refuges afin de maximiser
notamment le nombre d’espéces dans I’ensemble des refuges. Les concepts de métapopulation et
la biogéographie insulaire ont galvanisé la biologie de la conservation pendant des années, car ils
devaient donner des régles sur la taille et la forme des motifs des refuges (ou réserves) et leur
connectivité (SIMBERLOFF 1988).

Le débat s’est notamment orienté sur la meilleure stratégie & adopter : un seul grand refuge
vaut-il mieux que plusieurs petits refuges (Single Large Or Several Small, SLOSS; voir
FIGURE B.4) et la réponse n’est pas évidente (voir par exemple WILCOX et MURPHY 1985,
SIMBERLOFF 1988) surtout si on prend aussi en compte la forme des refuges (SIMBERLOFF 1988).
Comme éléments de réponse, on peut avancer 1'idée que la diversité spécifique augmente moins
rapidement dans les refuges au fur et & mesure de I'augmentation de leur taille. On peut ainsi
penser que les petits refuges contiennent plus d’espéces que des grands proportionnellement & leur
taille. En revanche, les grands refuges peuvent accueillir certaines espéces qui seront absentes dans
les petits refuges, par exemple les espéces de grande taille qui représentent souvent des espéces-
parapluie (WESTERN et al. 1989). De plus, les grands refuges sont souvent moins vulnérables
(au niveau de la surface touchée) aux événements catastrophiques tels que les incendies (SOULE
1989). 11 faut aussi prendre en considération le cout financier de la conservation. Ce cout sera
beaucoup plus important pour les grands refuges que pour de petits refuges, & moins que 'on
laisse les écosystémes d’un grand refuge atteindre des cycles biologiques sans intervenir (WALKER
1989). D’autre part, une multitude de petites réserves aurait une meilleure persistence a long
terme, si on prend en compte la dynamique d’extinction/recolonisation dans la métapopulation :
des refuges s’éteindraient et seraient remplacés par d’autres si l'isolement des fragments n’est pas
compléte. Toutefois, la redistribution des individus d’une population vers des sites vacants peut
entrainer des goulots d’étranglement dans les populations sources et des effets de fondation dans
les nouvelles populations (d’ott une possible perte de variabilité génétique, de la consanguinité,
une possible stochasticité démographique).

Ce dernier point souligne 'importance de la connexion entre les refuges. La mise en place
de corridors augmente la connexion entre les refuges permettant de redresser des extinctions
locales grace a la migration d’individus. En revanche, il faut savoir que ces corridors permettent
aussi la dispersion et la transmission de maladies, d’incendies, de prédateurs. Dans 1’archipel des
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FIGURE B.4 — Principe de formes et tailles de refuges d’aprés la biogéographie insulaire. Pour chaque cas,
la forme et la taille sur la gauche sont de meilleure qualité que celles de droite. (d’aprés SIMBERLOFF
1988 et JANZEN 1986).

Seychelles, 'impact de l'introduction de prédateurs a été limitée grace a la séparation naturelle
des iles et seulement deux espéces d’oiseaux ont disparu sur I’ensemble de P’archipel (SIMBERLOFF
1988). Au niveau génétique, les corridors réduisent la consanguinité et la dérive génétique en
favorisant les échanges. Ils limitent en revanche l’évolution de génotypes localement adaptés
tout en diminuant la diversité génétique entre les fragments (homogénéisation). En absence de
connexion, les populations subdivisées perdent rapidement de la variabilité dans chaque sous-
population, mais la variation (diversité entre populations) est retenue sur toutes les populations
tant qu’il n’y a pas d’extinction locale (VARVIO et al. 1986, LaAcy 1987). Il y a donc, dans
un systéme de réserves, un compromis a faire entre la dynamique d’extinction/recolonisation, la
diversité spécifique, les évolutions possibles des tailles de population et la variabilité génétique.

B.3.1.2 Minimum Viable Population et Population Viability (Vulnerability) Analysis

Si le concept de métapopulation et la biogéographie insulaire se sont penchés sur la dyna-
mique au niveau des écosystémes, les approches qui ont pris leur suite se sont elles focalisées sur
les causes des extinctions des petites populations (SIMBERLOFF 1988). En effet, la détection des
priorités dans la conservation d’espéces est principalement réalisée grace a l’estimation des proba-
bilités d’extinction (MAGUIRE et al. 1987) et plus particuliérement la détermination des effets de
certains événements sur ’extinction de populations. La prise en compte des facteurs influencant
les populations en danger et & petits effectifs a donc fait émerger ’idée d’une approche d’analyse
de viabilité (ou vulnérabilité) des populations (PVA, Population Viability Analysis; GILPIN
et SOULE 1986, SOULE 1987b) basée sur l'appréhension de la persistance des populations au
cours du temps (viabilité). La PVA tente « d’intégrer les interactions complexes entre les facteurs
génétiques, démographiques, environnementaux et spatio-temporels pour déterminer les proba-
bilités d’extinction des populations » (SOULE 1989). L’approche de PVA repose en partie sur le
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concept de Population Minimale Viable (MVP, Minimum Viable Population) (en association
avec le concept de métapopulation en considérant la dynamiques d’extinction/recolonisation).
Ce concept doit répondre a la question : « quelles sont les conditions minimales pour la viabi-
lité des systémes naturels sur une certaine durée? ». Trois causes potentielles d’extinction des
populations sont considérées pour le concept de MVP : les stochasticités démographique, environ-
nementale et génétique (uniquement la consanguinité, FRANKHAM et al. 2002, p.511). SHAFFER
(1981) définit une MVP comme la plus petite population isolée ayant 99% de chance de rester
telle quelle pendant 1000 ans en dépit des effets des stochasticités démographique, environne-
mentale et génétique. L’approche consiste & estimer les probabilités d’extinction de 1’espéce ou
de la population étudiée et sa viabilité grace & des études empiriques, des modéles analytiques,
des déduction subjective et surtout des simulations informatiques & partir de données prélimi-
naires (logiciel VORTEX, MILLER et LACY 1999 ou d’autres logiciels voir BROOK et al. 2000,
LEGENDRE 2000). L’utilisation de modeles de viabilité (e.g. courbes d’isorisques entre le pour-
centage de déclin et la probabilité d’extinction) ou de certains critéres d’évaluation (e.g. déclin
observé sur une période de temps, taux de croissance, taille de population, isolation et flux entre
populations, la destruction de I’habitat) permet de comparer les espéces pour les classer dans des
catégories de vulnérabilité (voir BARBAULT 1997, MAGUIRE et al. 1987) mais aussi d’estimer
Pimpact relatif de chaque facteur (analyse de sensibilité).

B.3.2 Informations biologiques

En biologie de la conservation de nombreux traits d’histoire de vie doivent étre déterminés
pour pouvoir gérer et réagir au mieux sur les populations menacées. Les parameétres démogra-
phiques (taux de survie, de fécondité, taille de population) sont bien évidemment des paramétres
de premiére ordre pour pouvoir ajuster les moyens de conservation (par exemple, d’ou vient le
déclin d’une population : d’'une augmentation de mortalité ou d’une baisse de fécondité, ou les
deux). Le comportement a apporté aussi une contribution importante a la biologie de la conserva-
tion (voir SUTHERLAND 1998). En effet la connaissance des comportements sociaux, des patrons
de dispersion, des mouvements d’individus, des liens de parenté et des patrons de reproduction
sont nécessaires afin d’étudier les processus d’adaptation dans différentes conditions écologiques
et donc d’adapter les moyens de conservation & chaque population.

Pour obtenir de telles informations, des études de terrain, principalement par I’observation
directe, sont souvent nécessaires, mais elles ne permettent d’obtenir qu’un nombre limité d’infor-
mations. Les techniques de radiopistage ou de marquage d’'individus servent aussi & suivre des
individus (e.g. transpondeur, balise ARGOS, bague d’identification, radio-émetteur), de connaitre
les domaines vitaux et les habitudes de ces individus, mais aussi la dispersion et les détails de
la migration de certaines espéces (qui migre, ot et quand ?). Les modeéles de capture-marquage-
recapture peuvent étre utilisés pour estimer les effectifs des populations, les taux de survie et de
fécondité, ou méme les taux de dispersion (SCHWARTZ et SEBER 1999). L’effectif des populations
est d’ailleurs une information primordiale pour le biologiste de la conservation puisqu’une popu-
lation peut s’éteindre rapidement si elle passe en dessous de certains seuils (mais voir section sur
la taille efficace). Le suivi des tailles de populations peut donc mettre en évidence le déclin de
certaines populations ou espéces, mais il faut noter que la détection du déclin de populations est
d’autant plus difficile que la taille de population est faible (CAUGHLEY et GUNN 1996). L’im-
portance de la taille réelle de population est & relier aussi & la I'importance de la taille efficace
de population dans le diagnostic des risques d’extinction.

Les caractéristiques biologiques des populations, en particulier la taille de population, doivent
étre étudiées pendant et aprés 'application des moyens de conservation pour vérifier le bon
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déroulement des processus de conservation (par exemple un suivi d’'une populations réintroduite
est une étape obligatoire d’un programme de réintroduction).

B.4 LA GENETIQUE DE LA CONSERVATION

La génétique de la conservation est I'application de la génétique pour préserver les espéces
comme des entités dynamiques capables d’adaptation aux changements d’environnement. Cela
regroupe la résolution des incertitudes taxonomiques, la définition d’unités de gestion & l'intérieur
des espéces, la gestion génétique des petites populations et 1'utilisation des analyses génétiques
dans les cas de commerce illégal et de braconnage et pour comprendre la biologie de I'espéce
(FRANKHAM et al. 2002, p.1).

La génétique de la conservation a permis d’apporter une contribution non négligeable & la
compréhension des mécanismes de déclin et d’extinction et doit, plus précisémment, traiter de
11 problémes principaux (FRANKHAM et al. 2002, p.9-10) :

e les effets délétéres sur la reproduction et la survie, dus & la consanguinité
la perte de diversité génétique et la capacité & évoluer dans un environnement changeant
la fragmentation des populations et la réduction du flux génique
les processus aléatoires (dérive génétique) surpassant la sélection comme principal processus
évolutif
Paccumulation et la perte (purge) des mutations délétéres
I’adaptation génétique a la captivité et ces effets sur le succés de réintroduction
la résolution d’incertitudes taxonomiques
la définition d’unités de gestion & l'intérieur des espéces
I'utilisation des analyses génétiques moléculaires dans les cas de braconnage et de commerce
illégal d’espéces
e l’'utilisation des analyses génétiques moléculaires pour comprendre les aspects de la biologie

de I'espéce important pour la conservation
e les effets déléteres sur la fitness (valeur sélective) qui apparaissent parfois (outbreeding
depression).

Nous allons aborder une partie de ces points et 'exposé sera articulé autour de trois thémes
principaux déja décris au niveau non-génétique (Section B.3.1, p.148 et Secion B.3.2, p.151) :

1. la définition de la taxonomie et des unités de conservation

2. diagnostiquer les problémes génétiques et donner des priorités (détection de la consangui-
nité, de la diversité génétique, calcul de la taille efficace)

3. obtention d’informations biologiques (compréhension de la biologie de I'espéce, identifica-
tion des populations et des individus pour la détection de I’exploitation illégales des espéces,
études des populations pour des fins de restauration de populations).

B.4.1 Définition de la taxonomie et des unités de conservation

La génétique peut avoir un réle important dans I'identification des espéces et des unités de
conservation comme le montrent les trois exemples suivants.

L’étude de marqueurs mitochondriaux a montré que non seulement le Renard de Darwin
(Pseudolopex fulvipes) était unique, mais qu’il était une espéce ancestrale en comparaison du
Renard gris (Pseudolopez griseus). Le Renard de Darwin devait donc étre considéré comme une
unité biologique particuliere qu’il fallait protéger (exemple cité dans JOHNSON et al. 2001).
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Chez les félidés, les séquences mitochondriales ont été utilisées pour déterminer les relations
phylogénétiques existant entre les petits félidés. Ainsi, on a pu montrer que les taxons comme le
kodkod (Oncifelis guigna) et le chat de Geoffroy (O. geoffroyi) divergeaient relativement récem-
ment en comparaison avec les ocelots (Felis pardalis) et les margays (F. wiedi) ou avec d’autres
lignées de chat-ocelot (Leopardus tigrina). Cette derniére lignée particuliére, avec son statut
d’espéce en danger, pouvait alors retenir une attention propre dans le futur (exemple cité dans
JOHNSON et al. 2001).

Le statut de la tortue de Kemp (Lepidochelys kempi) n’était pas bien défini avant les analyses
génétiques. Ce taxon était considéré comme une espéce a part entiére, ou comme une sous-espéce
de la tortue de Ridley (L. olivacea), ou enfin comme un hybride entre la caouanne (Caretta ca-
retta) et la tortue verte (Chelonia mydas) ou la tortue a écailles (Eretmochelys imbricata). La
divergence génétique sur une partie de ’ADN mitochondrial a montré que les tortues de Ridley
et de Kemp étaient des formes distinctes des autres tortues et qu’il existait une séparation suffi-
sante entre les deux formes pour appliquer des programmes de protection séparés (exemple cité
dans HAIG 1998).

Une approche rationnelle de la conservation veut donc que la premiére étape de cette dé-
marche soit d’identifier les unités de conservation (DIMMICK et al. 1999). Sans se baser simple-
ment sur une divergence de séquences du génome, on peut définir des unités de conservation
avec des régles plus ou moins arbitraires. Les unités « évolutivement » significatives (Evo-
lutionary Significant Unit, ESU) sont des taxons pour lesquelles on suppose un potentiel évolutif
conduisant & des adaptations et qui méritent une conservation séparée (RYDER 1986). La dé-
finition des ESU a évolué au cours du temps (voir CRANDALL et al. 2000). Elles peuvent, par
exemple, étre définies sur la base d’une variation adaptative significative basée sur la concordance
de différents jeux de données provenant de différentes techniques (RYDER 1986). Pour WAPLES
(1991), une ESU est un ensemble de populations qui sont reproductivement séparées d’autres
populations et qui ont des adaptations uniques et différentes.

MORITZ (1994) définit une ESU, au niveau génétique, comme un ensemble de populations
ayant une divergence phylogénétique significative des alléles (haplotypes) sur ’TADN mitochon-
drial par rapport aux autres populations, avec une divergence semblable pour les fréquences
alléliques de loci nucléaires (voir FIGURE B.5). Il différencie les ESU des unités de gestion
(Management Units, MU). Ces derniéres sont des populations démographiquement distinctes
ayant des fréquences alléliques distinctes quels que soient la structure phylogénétique et le ni-
veau de divergence génétique (voir FIGURE B.5).

Si le diagnostic et la pertinence des unités de conservation sur la base d’informations gé-
nétiques est maintenant discuté (voir par exemple TAYLOR et D1zON 1999, GOLDSTEIN et al.
2000), il s’avere en fait que la définition des ESU et des MU par MORITZ (1994) n’a pas suscité
assez de débat et de discussion dans la communauté scientifique (PAETKAU 1999). Elle a été
mise en application directement alors que ces approches comportaient des limites dans certains
cas (voir PAETKAU 1999). De plus, on peut penser que les données démographiques détaillées
peuvent étre beaucoup plus utiles pour la biologie de la conservation car ce sont des facteurs
répondant & court terme au changement d’environnement, alors que les facteurs génétiques sont
des facteurs répondant a long terme (LANDE 1988, MILLIGAN et al. 1994). Ainsi, si on étudie la
divergence entre deux populations ou sous-espéces, ’absence de divergence génétique ne signifie
pas forcément que les formes étudiées sont conspécifiques mais peut simplement signifier que
les données sont insuffisantes pour pouvoir rejeter ’hypothése nulle « il n’y a pas de divergence
entre les populations » (DOWLING et al. 1992a). HEDRICK (1999) pose aussi le probléme de la
relation entre la signification statistique d’une divergence et la signification biologique. En effet,
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Pop. Fréquence allélique (haplotype) ESU MU
1 5 0 5 0 0 0 :l
2 4 0 6 0 0 0 ]

3 0 4 0 6 0 0 3
4 0 0 0 0 5 5 3 3

FIGURE B.5 - Distribution hypothétique d’alléles (haplotypes) parmi quatre populations montrant les
fréquences alléliques et la phylogénie en relation avec les ESU et les MU (d’aprées MORITZ 1994). Les
populations 1 et 2 ont des fréquences alléliques similaires et font partie de la méme unité de gestion (MU).
Les populations 3 et 4 ont des alléles fixés et seule la population J monire une séparation phylogénétique.
La population 8 fait donc partie de la méme unité « évolutivement » significative (ESU) que les populations
1 et 2 alors que la population 4 constitue une ESU a part.

il existe des cas ou une signification statistique ne correspond pas forcément & une signification
biologique et vice versa (HEDRICK 1999, CRANDALL et al. 2000, voir TABLEAU B.3). Il est alors
impératif de prendre en compte des caractéres écologiques car il peut exister une monophylie
génétique (imposée par la définition de MORITZ qui ignore les différences adaptatives) pour des
populations distinctes (CRANDALL et al. 2000).

CRANDALL et al. (2000) recommandent de ne plus utiliser la terminologie de ESU mais de
revenir a un concept d’espéce, consistant en des populations avec des niveaux variés de flux
génique et évoluant a travers la dérive génétique et la sélection naturelle. Ils placent dans cette
nouvelle vision, I'idée d’« échangeabilité » tant au niveau génétique (effet du flux génique) qu’au
niveau écologique (effet de la sélection naturelle ou de la dérive génétique sur la différentiation
écologique des populations) dans des perspectives récentes et historiques. Suivant la combinaison
de ces critéres, les espéces seront considérées comme distinctes ou non (voir FIGURE 1 dans
CRANDALL et al. 2000). Enfin, l'utilisation du seul critére génétique pour la définition d’unité
de gestion (population) peut étre mal appliqué. TAYLOR et DizZON (1999) préconisent de définir
ces unités de gestion au cas par cas avec, en amont, des questions des gestionnaires qui doivent
trouver des réponses précises dans les analyses des scientifiques.
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TABLEAU B.8 — Relation entre la signification statistique et la signification biologique d’une divergence
phylogénétique.

Divergence statistiquement si- | Divergence non statistique-

gnificative ment significative
Signification bio- | OK Pas assez de puissance (ex : allo-
logique zZymes)

Fort flux génique réduisant la dé-
tection d’une divergence au niveau
génétique

Pas de significa- | Utilisation de nombreux mar- | OK

tion biologique queurs trés polymorphes montrant
des différences significatives mais
sans réelle signification biologique.

B.4.2 Diagnostiquer les problémes génétiques et donner des priorités de
conservation

Le choix de 'unité de conservation n’est pas une tache suffisante pour commencer un plan
de conservation (génétique). Il est nécessaire de diagnostiquer quels problémes génétiques sont
présents et ensuite de donner des priorités de conservation sur telles ou telles unités. Il faut alors
porter son attention sur plusieurs critéres (notamment des facteurs influengant le déclin et la
vulnérabilité des populations).

B.4.2.1 La variabilité génétique

Le maintien de la diversité génétique est un objectif majeur en conservation car cette
diversité représente le potentiel évolutif d’'une espéce ou d’une population. La variation entre
individus de traits quantitatifs d’histoire de vie, principalement liés & la reproduction, est le
déterminant principal du potentiel évolutif. Cette variation est en partie due & la variation
génétique (au niveau de plusieurs loci : QTL, Quantitative Traits Loci ) en interaction avec les
facteurs d’environnement. La baisse de la variation génétique peut alors influencer la variation
au niveau des caractéres quantitatifs d’autant plus si ces traits sont tres héritables.

La réduction de la variation génétique quantitative peut étre due a la stochasticité géné-
tique influencant les petites populations (consanguinité, dérive génétique), mais aussi a 'impact
de croisements entre populations de fitness différentes (hétérosis et outbreeding depression) et a
la translocation d’individus d’un environnement a un autre (FRANKHAM et al. 2002, p.97).

La variation au niveau des QTL est trés difficile & mesurer car il est nécessaire d’avoir a la
fois des marqueurs génétiques liés & des caractéres quantitatifs et des mesures de traits d’histoire
de vie. Les techniques moléculaires mesurant la diversité génétique au niveau de ’ADN ou des
protéines doivent présenter un certain niveau de variabilité dont on attend qu’il refléte le niveau
de variation qui influence I'adaptation future ou la fitness individuelle (mais voir PFENDER et al.
2000). Le taux d’hétérozygotie, le nombre d’alléles par locus et la fréquence des marqueurs tels
que les microsatellites, les allozymes, efc. sont proposés pour rendre compte de la variabilité
génétique d’une population (voir par exemple HARTL et PUCEK 1992, TAYLOR et al. 1994,
PAETKAU et al. 1998, GUTIERREZ-ESPELETA et al. 1999).

La variabilité génétique au sein d’une espéce ou d’une population peut alors servir de critére
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pour donner une priorité a la conservation d’une espéce ou d’une population car elle est liée a
une augmentation du risque de déclin et d’extinction (e.g. LACY 1987). Il est ainsi nécessaire
de conserver et de mettre en oeuvre des moyens pour protéger des populations qui perdent de
la diversité génétique (en introduisant par exemple des individus d’autres populations afin de
diversifier le patrimoine génétique), mais il faut aussi concentrer les efforts sur des populations
qui ont assez de variabilité génétique pour assurer une adaptation future et une expansion réussie
des populations (HEDRICK et MILLER 1992).

B.4.2.2 La consanguinité

La consanguinité est trés importante & prendre en compte et & mesurer car elle peut avoir
des conséquences néfastes sur le devenir des petites populations (effets sur la fitness ou des traits
lies a la fitness, HEDRICK et KALINOWSKI 2000). Plusieurs méthodes expérimentales ont été
développées pour examiner les effets de la consanguinité, et plusieurs approches statistiques ont
été utilisées pour quantifier ’étendue de la dépression de consanguinité (voir HEDRICK et KA-
LINOWSKI 2000). Afin de quantifier le niveau de consanguinité, on peut calculer le coefficient de
consanguinité F' correspondant & la probabilité que l'individu posséde deux alléles identiques par
descendance (suivant une ségrégation mendélienne des alléles) et mesure donc le degré d’appa-
rentement existant entre ses parents. Par exemple, si les parents sont non liés, F=0; si les parents
sont frére/soeur, meére/fils ou pére/fille, F=0.25; si les parents sont des cousins de premier de-
gré, F=0.0625. Pour déterminer 1’étendue de la consanguinité dans une population entiére, on
calcule le coefficient de consanguinité moyen de tous les individus de cette population. Cette
approche nécessite la détermination du pedigree des individus concernés (BALLOU 1983). Dans
les cas de populations captives, les pedigrees peuvent étre connus avec précision, et les coeffi-
cients de consanguinité calculés. Dans le cas de populations sauvages, il est souvent trés difficile
d’obtenir les relations exactes entre les individus. Néanmoins, les marqueurs trés polymorphes
permettent de déterminer certaines relations, ou de calculer des coefficients d’apparentement qui
peuvent rendre compte de la consanguinité (e.g. LyNCH 1988, QUELLER et GOODNIGHT 1989,
GOODNIGHT et QUELLER 1999).

Le niveau de consanguinité peut aussi étre évalué par le déficit en hétérozygotes comparé aux
proportions a ’équilibre de Hardy-Weinberg ou grace au rapport entre I’hétérozygotie observée
et attendue.

Les effets de la consanguinité (dépression de consanguinité) ne peuvent étre détectés qu’en
comparant les fitness de reproduction de population consanguine et non-consanguine, ce qui, la
plupart du temps, est trés difficile a réaliser dans des populations sauvages en danger.

B.4.2.3 L’effectif et la taille efficace d’'une population

Les effets de la consanguinité et de la dérive génétique dans une population sont liés & la
taille de cette population. L’effectif d’'une population, et plus particuliérement I'effectif efficace
génétique de la population (LANDE et BARROWCLOUGH 1987) peut étre ainsi un indicateur de
la vulnérabilité de cette population. Pour SOULE (1980b), le role majeur de la génétique de la
conservation est de développer des critéres pour déterminer la taille de population (ou l'aire
minimum) qui doit étre fournie pour maintenir le potentiel adaptatif et la fitness.

L’effectif réel d’une population (census population size) peut étre utilisée pour appréhender les
priorités de conservation, mais elle sera beaucoup moins informative que la taille efficace sur
le statut de vulnérabilité de la population car des facteurs (e.g. sex ratio, systémes d’apparie-
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ment) peuvent influencer ce statut. Il existe plusieurs approches pour appréhender la taille d’'une
population (NUNNEY et ELAM 1994) : comptage de tous les individus, fluctuations du nombre
d’individus ou du nombre de juvéniles au cours des ans, comptage des adultes reproductifs uni-
quement. Néanmoins, de nouvelles approches sont développées afin d’estimer la taille réelle d’'une
population (nombre total d’individus) grace aux marqueurs moléculaires et aux méthodes non-
invasives (KOHN et al. 1999, WAITS et LEBERG 1999).

L’estimation de la taille efficace (N.) de population n’est pas aisée car (i) on définit gé-
néralement plusieurs types de taille efficace génétique (par exemple le changement génétique,
exprimé dans la définition de la Section B.1.2.3.3.3, p.140, peut étre le taux de consanguinité
ou la perte de diversité génétique conduisant au calcul de la taille efficace de consanguinité ou
propre -eigenvalue), et (ii) il existe plusieurs approches pour le calcul de la taille efficace. Ce
sont les approches génétiques qui sont les plus appropriées pour des buts de conservation. Ces
méthodes sont nombreuses et s’appuient sur des données génétique (généralement les fréquences
alléliques) a partir d'un ou deux échantillons (voir par exemple LANDE et BARROWCLOUGH
1987, NUNNEY et ELAM 1994, SCHWARTZ et al. 1998, CRANDALL et al. 1999, SCHWARTZ
et al. 1999, BERTHIER et al. 2001). Il existe aussi des approches démographiques du calcul de
la taille efficace. Néanmoins, ces derniéres nécessitent certains paramétres 26 difficiles a estimer
pour des populations naturelles. Les approches démographiques permettent, en outre, de prédire
les changements de N, avec des conditions changeantes (NUNNEY et ELAM 1994) ce que ne
peuvent faire les approches génétiques.

Dans l'optique de développer des critéres de conservation, certains auteurs ont fourni des
seuils de taille efficace pour des populations génétiquement viables. Par exemple, SOULE (1980b)
et FRANKLIN (1980) préconisent une taille de population de plus de 50 individus pour que la
population puissent faire fasse, a court terme, a la consanguinité. FRANKLIN (1980) et LANDE et
BARROWCLOUGH (1987) préconisent un effectif efficace d’au moins 500 pour que la population
soit viable & long terme (100-1000 ans) en faisant face a la dérive génétique. D’autres auteurs ont
donné d’autres seuils : 1000-5000 (LANDE 1995) ou 500-1000 (FRANKLIN et FRANKHAM 1998)
afin de retenir le potentiel évolutif; 100000-1000000 pour LANDE et BARROWCLOUGH (1987)
pour retenir la diversité génétique sur un locus pendant 100000-10000000 ans.

Néanmoins, ces nombres ne doivent pas étre considérés comme des nombre magiques (WIL-
cox 1986, SOULE 1987a, WOODRUFF 1989) car, d’une part, les seuils sont donnés suivant le
but et la durée de viabilité exigée pour la population et d’autre part ces nombres ont été déter-
minés & partir de bases empiriques (notamment a partir de constats d’éleveurs sur la tolérance
a la consanguinité pour les premiers seuils cités) ou théoriques (avec différents paramétres, va-
leurs de parameétres et modeéles) et ils ne sont donc pas applicables a toute population sauvage
(SIMBERLOFF 1988, LYNCH et LANDE 1998).

Afin de fixer des seuils de taille efficace mais surtout les probabilités d’extinction des popu-
lations permettant une viabilité a long terme des population sauvages, des analyses de viabilité
(PVA) peuvent étre réalisées en modélisant et simulant sur un grand nombre de réplications le
devenir de la population®”. Ainsi, on peut connaitre avec une certaine confiance (voir BROOK
et al. 2000 ; voir les restrictions de ELLNER et al. 2002) la viabilité d’une population et si elle

2615 taille efficace est sensible & plusieurs facteurs comme la sex-ratio inégale (la taille efficace sera limitée par
le sexe le moins représenté), la variation de la taille des familles, la fluctuation de la taille de population, la
consanguinité.

*"la détermination de taille minimale par PVA semble sensible aux erreurs dans les données démographiques et
les modeéles ne sont pas assez précis pour faire de telles prédictions (REED et al. 2002).
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conservera ses chances de viabilité a long terme, et quels sont les facteurs les plus importants dans
son histoire. Il faut savoir qu’en 1’état actuel des modéles, seule la consanguinité peut étre intégrée
en tant que stochasticité génétique. Des régles de déscision telles que celles présentées ci-dessus
peuvent étre utilisées dans les programmes de reproduction. Dans ce type de programme, il est
généralement admis de conserver 90% de la diversité génétique pendant 100 ans (FRANKHAM
et al. 2002, pp.352-353). La taille efficace pour atteindre ce but dépendra notamment du temps
de génération ou du taux de consanguinité de la population en question. L’efficacité dépendra
aussi de la vitesse a laquelle les populations atteindront cette taille (le taux de croissance devra
étre le plus grand possible pour ne pas prolonger les effets de fondation).

B.4.2.4 Le probléme des hybrides

Un des avantages des méthodes génétiques en biologie de la conservation est la reconnaissance
des hybrides. L’hybridation est le croisement d’individus provenant de populations génétique-
ment différentes sans prendre en compte le statut taxonomique des populations (voir RHYMER
et SIMBERLOFF 1996, ALLENDORF et al. 2001). Le probléme de 'hybridation dans les popula-
tions naturelles est lié aux effets de cette hybridation sur les populations mises en jeu, menant
quelques fois & l'extinction d’une ou des deux populations (RHYMER et SIMBERLOFF 1996).
En effet, 'introgression (le flux génique existant entre les populations dont les individus s’hy-
brident ; RHYMER et SIMBERLOFF 1996) peut mener au mélange complet des pools géniques et
ainsi a la perturbation de complexes de génes adaptés et & I’élimination des populations parentes
(RHYMER et SIMBERLOFF 1996). Les populations parentes peuvent aussi étre en danger quand la
progéniture hybride a une fitness plus importante que les parents. Ceci peut mener, & long terme,
& la disparition d’une ou des deux populations parentes. L’inverse peut aussi se produire quand
les hybrides sont stériles et que la proportion d’accouplements hybrides est trés importante par
rapport aux accouplements non-hybrides (notamment dans le cas ot une des deux populations
parentes a un faible effectif) menant & un « gaspillage » des accouplements.

Les hybrides n’ont pas toujours été pris en compte dans les programmes de conservation, qui
pouvaient préconiser simplement la destruction de ces hybrides ou bien ne préconisaient aucune
mesure. Néanmoins, la reconnaissance du role de 'hybridation dans ’évolution (e.g. spéciation)
a incité a prendre en compte I'hybridation en biologie de la conservation (ALLENDORF et al.
2001). En effet, si on se place dans un concept de conservation ou ’lhomme doit étre a I'extérieur
de la nature, un taxon hybride peut étre protégé s’il constitue un taxon historiquement stable
et g'il ne provient pas d’un phénoméne anthropogénique (DOWLING et al. 1992b). Bien que,
pour l'identification des hybrides, 'utilisation de caractéres morphologiques est importante (e.g.
Nowak 1992, PHILLIPS et HENRY 1992) les méthodes génétiques peuvent constituer des outils
tres utiles pour discuter du statut d’hybride (voir par exemple WAYNE 1992). Outre 'utilisation
de ’ADN mitochondrial (séquencage ou PCR-RFLP) pour différencier les populations et montrer
le statut d’hybride d’une population ou d'une espéce (e.g. LEHMAN et al. 1991, WAYNE et JENKS
1991, PILGRIM et al. 1998, RANDI et al. 2000), de nouvelles approches statistiques ont été
développées et permettent d’assigner des individus & certaines populations a partir des données
de génotypage multilocus (voir par exemple PAETKAU et al. 1995, BERTORELLE et EXCOFFIER
1998, CORNUET et al. 1999, PRITCHARD et al. 2000). Ces approches statistiques et génétiques
sont d’autant plus importantes qu’elles peuvent étre réalisées & partir d’échantillons non-invasifs
(ALLENDORF et al. 2001).
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B.4.3 Obtention d’informations biologiques

Les données génétiques ont émergé comme une composante essentielle de la biologie de la
conservation pour l'interprétation de I'histoire passée, de ’état présent et futur des populations
(O’BRIEN 1994). En dehors de la définition des priorités et des unités de conservation, la géné-
tique a aussi un role dans la description des espéces et des populations. La génétique peut alors
servir & obtenir des informations sur la démographie (4 long terme) des populations (MILLIGAN
et al. 1994) mais aussi sur les comportements et autres traits d’histoire de vie. Par exemple, la
variabilité génétique et sa répartition géographique permettent d’appréhender la structuration
des populations surtout grace & PADN mitochondrial (HARRISON 1989, PALUMBI et al. 1991,
TABERLET 1996) mais aussi avec ’ADN nucléaire (e.g. PAETKAU et al. 1995, GOLDSTEIN et al.
1999, PAETKAU et al. 1999). La génétique a permis aussi d’étudier des aspects de certaines
populations qui ne pouvaient pas étre étudiés avec les méthodes classiques d’observation. Par
exemple, les patrons de reproduction de plusieurs espéces ont été étudiés via les outils géné-
tiques. La plupart des systémes de reproduction (monogamie, polygynie, polyandrie; HUGHES
1998) ont été étudiés. L’apport le plus connu de la génétique dans I'étude des modes de repro-
duction est celui de la démonstration que certaines espéces « socialement » monogames ne le sont
pas génétiquement car il existe des fertilisations et des paternités hors couple. De plus, le parasi-
tisme intraspécifique de nid (c’est-a-dire le fait que certaines femelles pondent leurs oeufs dans le
nids de femelles voisines) a aussi été mis en évidence chez certains oiseaux (HUGHES 1998). Ces
fertilisations hors couple et ce parasitisme ne peuvent, dans certaines cas, étre déterminés par
Pobservation, et seules des analyses génétiques peuvent rendre compte des parentés réelles (i.e.
géneétiques). Au-dela de cette application, les relations génétiques entre individus d’une popula-
tion sont une information essentielle et primordiale dans la compréhension du fonctionnement des
populations. Le suivi des individus par leur identification génétique peut permettre de connaitre
la composition des groupes, les relations entre les membres de ces groupes, la dispersion entre
différents groupes ou populations, les territoires et aires d’habitats, etc. Ces informations peuvent
étre particuliérement utiles pour suivre les individus apres une réintroduction ou un renforcement
de population. Par exemple, la population d’ours francgais a été renforcée dans les Pyrénées par la
translocation d’individus slovénes (TABERLET et BOUVET 1992, TABERLET et al. 1993, 1997).
Les ours des Pyrénées sont réguliérement échantillonnés (poils) pour suivre I’évolution de la pe-
tite population ainsi reconstituée. Les individus sont ainsi suivis pour connaitre les territoires et
les relations de parenté sont déterminées pour connaitre les nouvelles naissances et les couples &
Porigine de ces naissances, etc. (TABERLET et al. 1997).

D’autre part, l'identification individuelle peut étre trés utile pour réguler et combattre le
braconnage et le commerce illicite d’espéces. En effet, un individu peut étre identifié génétique-
ment et étre comparé avec des indices de terrain pour connaitre l'origine (population protégée
ou non) de l'individu (RuTH et FAIN 1993, MANEL et al. 2002) grace a la comparaison des ha-
plotypes mitochonriaux ou a des tests d’assignation (si les fréquences alléliques de loci nucléaires
de plusieurs populations de référence sont connues).
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