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RESUME

L'objectif de ce projet est de déterminer si les mortalités dues au trafic routier
modifient significativement la dynamique des populations de tortues peintes
(Chrysemys picta) vivant a proximité des routes et comment cet effet se traduit
sur la diversité génétiqgue de ces populations. La diversité génétique d'une
population située a proximité des routes et d'une population de référence a été
déterminée a partir de marqueurs microsatellites localisés sur le génome
nucléaire et le génome mitochondrial. Les analyses indiquent que la population
située a proximité des routes démontre une plus petite taille efficace surtout au
niveau du génome mitochondrial, un déséquilibre de Hardy-Weinberg et une
grande variance succés reproducteur des femelles, mais pas de signal
provenant de la réduction des effectifs. Ces résultats suggérent que la
mortalité des adultes due a la proximité des routes n'a pas d’effet significatif
sur la dynamique de la population étudiée. Cependant, la proximité des routes
agirait fortement au niveau du recrutement des progénitures. Bien que ces
résultats demanderont d'étre validés sur un ensemble plus exhaustif de
populations, ils suggerent que la mortalité des adultes par le trafic routier
pourrait n'étre que la pointe de I'iceberg des perturbations démographiques
agissant sur les populations de tortues, et que les effets au niveau du
recrutement pourrait avoir des conséquences tout aussi, sinon plus
dramatiques sur l'intégrité génétique de ces populations.
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1- PROBLEMATIQUE

Les tortues sont particulierement vulnérables a la mortalité sur les routes
notamment a cause de la lenteur de leur déplacement et au fait que les
femelles sélectionnent souvent I'accotement des routes comme site de ponte
(Forman et al. 2003; Haxton, 2000). Des études récentes ont évalué I'ampleur
de ce phénoméne ou les mortalités causées par les routes représentent plus
de 10% des effectifs des populations (Gibbs et Shriver 2002). Une hausse du
taux de mortalité chez les tortues adultes peut mener au déclin des
populations (Congdon et al. 1994; Seigel et Dodd 2000). L’accroissement
constant du trafic routier représente donc une menace pour les populations de
tortues périphériques.

Au Québec, la région de I'Outaouais supporte la plus grande diversité et
abondance de tortues. Une étude récente a démontré la présence de plus
d’une tortue morte par 10 km de route (Desroches et Picard 2005). Toutefois, il
est encore impossible de quantifier ou méme d'évaluer I'impact réel de cette
mortalité routiére, puisque trés peu d’études scientifiques se sont penchées
sur le probléme jusqu’a maintenant.

L'objectif de ce projet est de déterminer si les mortalités dues au trafic routier
modifient significativement la dynamique des populations de tortues peintes
(Chrysemys picta) vivant a proximité des routes et comment cet effet se traduit
sur la diversité génétigue de ces populations. La diversité génétiqgue des
populations se veut le reflet des différents processus démographiques et
évolutifs subits par ces populations (migration, fluctuation de la taille de la
population, mutation, sélection naturelle, stratégie de reproduction). L’évolution
de la diversité génétique varie entre les populations car les processus
dynamiques des génes dépendent des parameétres démographiques des
populations, qui sont & la fois influencés par la variabilité génétique (exemple
de consanguinité) et la capacité de I'habitat (compétition, site de reproduction,
alimentation, parasites, prédation).

L'information apportée par les marqueurs génétiques est une aide précieuse
pour la mise en évidence de tels phénomeénes. L'utilisation de marqueurs
génétiques hautement variables (notamment les microsatellites) permet I'étude
approfondie de la dynamique des génes dans les populations. Les
microsatellites sont actuellement parmi les marqueurs moléculaires les plus
utilisés en génétique des populations. Ils sont composés de motifs répétés en
tandem (motifs de deux a six nucléotides, par exemple GATA-GATA-GATA).
lls possédent des hauts taux de mutations générant un polymorphisme
important. Ces marqueurs sont également trés abondants et permettent ainsi
une appréciation globale du génome nucléaire (Estoup et Angers 1998).
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2- MATERIEL ET METHODES
2.1- Les sites et I’échantillonnage

La population perturbée a été choisie sur le site de Campbell’'s Bay (CB : N 45°
44' 19.2", O 76 ° 35' 37.7"). C’est un lac de petite taille situé a proximité de la
ville de Campbell’'s Bay, a la jonction des routes 148 et 301 (Figure 1). Le lac
est situé a moins de 150 métres de chacune de ces routes. La population de
référence (non perturbée) est le site Calumet (CA : N 45° 41' 49.7", O 76 ° 37"
42.7"). Ce lac de taille comparable a celui du site précédent est situé en région
boisée sur I'lle du Grand Calumet (Figure 1).

Ces deux sites ont été sélectionnés en fonction de leur proximité
géographique. lls sont distants d’environ 5,3 km et sont situés de part et
d’autre de la riviere des Outaouais. Campbell’s Bay est a environ 0,69 km a
I'est de la riviere Outaouais et le site Calumet & environ 1 km & l'ouest de la
riviere Outaouais. La proximité géographique augmente la possibilité de
comparer des populations provenant d’une origine commune récente et donc
possédant un bagage génétique relativement semblable. Ceci permet d'éviter
des signaux pouvant étre causée par une source autre que celle testée par
notre hypothése (autocorrélation).

Les sites ont été échantillonnés a I'automne 2005 a l'aide de 10 verveux. Un
total de 18 tortues a été capturé a CB, alors que 17 tortues ont été capturées a
CA. Les tortues ont été mesurées et un échantillon de peau, d'écaille et de
sang a été prélevé pour les analyses génétiques. Les tortues ont ensuite été
marquées d’'une tache de peinture a 'acrylique blanche sur leur plastron afin
d’éviter les recaptures avant d’étre remises en liberté sur les lieux mémes de
leur capture.

2.2- Les marqueurs génétiques
2.2.1 Marqueur mitochondrial

Un segment de la région de contrdle du génome mitochondrial contenant un
trés grand nombre de répétitions de motifs TA et TATTA (microsatellite
composé imparfait) a été retenu pour les fins de cette étude. A partir de la
séquence déposée dans le répertoire de GENBANK, des amorces ont été
congues de part et d'autre de cette région (Tableau 1).

2.2.2 Marqueurs nucléaires

Trois des marqueurs microsatellites utilisés proviennent de Pearse et al.
(2001), soit CP2, CP3 et CP10. Les autres locus ont été déterminés a partir
d’une recherche sur une banque partielle d’ADN de tortue (Angers 2005). Seul
le locus CP16 s’est révélé hautement variable. Les caractéristiques de ces
marqueurs apparaissent au Tableau 1.
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Figure 1 : Localisation des sites d’échantillonnage CB (en haut a droite) et CA
(en bas a gauche)
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Tableau 1: Amorces et nombre d’alléles détectés dans I'étude pour les
marqueurs génétiques utilisés

Locus Amorces k référence
CP2 CTCTAAGGGTTGCACTTCTCAAA 12 Pearse et al 2001
GAGGTGGCATCAAAACATCAT
CP3 ATCTTTAAGTCTGTGAACTTCAGGG 7 Pearse et al 2001
CTGTCTCATGCAAAGCTGGTAG
CP10 GGTGCAGCAAGTTCAGGAGAC 14 Pearse et al 2001
GGTGTTAATGCACTGGAGAATCA
CP16 CCGTTGTCTGTGCCAAAC 16 Cette étude
CTGCTGAATCATCACTTG
MT AGTGGAAATAAAAGCACC 21 GenBank : AF069423
CCGTGCTTTGTGATAAGC

2.3- Les analyses génétiques

L'extraction de 'ADN a été effectué a partir des échantillons d’écaille selon un
protocole standard (Sambrook et al. 1989). Les tissus ont été digérés a l'aide
de Protéinase K a 50°C durant toute une nuit. Le lendemain, une purification a
été réalisée a l'aide de traitements au phénol et au chloroforme puis 'ADN a
été précipité dans I'éthanol 95%.

Les différents marqueurs ont été amplifiés par la méthode de PCR a partir du
programme ci-dessous :

1 cycle:

92°C 30 secondes
45 cycles :

92°C 15 secondes
50°C 15 secondes
68°C 30 secondes
1 cycle:

68°C 120 secondes

La taille des fragments pour chacun des individus a été déterminée sur gel
dénaturant de polyacrylamide 6% (19:1 acrylamide:bis-acrylamide). La
présence d’ADN a ensuite été révélé a I'aide de solution de nitrate d’argent.

2.4- Les analyses statistiques
Pour chacune des populations, la diversité génétique a été évaluée en terme
du nombre d'alleles (k), de I'hétérozygotie prédite (Hg) sous I'équilibre de

Hardy-Weinberg (HW). Pour les marqueurs nucléaires, la proportion
d’hétérozygotes observée (Ho) a également été déterminée. Ces estimateurs

11
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ont été obtenus a l'aide du logiciel GENEPOP version 3.3 (Raymond et
Rousset 1995).

La taille efficace (Ng) des populations a été estimée de facon indépendante
pour les marqueurs nucléaires et mitochondriaux, a l'aide du programme
MIGRATE version 2.0.6 (Beerli et Felsenstein 1999, 2001). Les estimés de
theta (4Ngpn pour les marqueurs nucléaires, Negp pour le marqueur
mitochondrial) sont déterminés a partir d’'un processus de coalescence, par
maximum de vraisemblance. A cause du nombre pratiquement infini d’arbres
de coalescence pouvant étre produit, un sous échantillonnage est réalisé a
'aide de MCMC (Markov chain Monte Carlo). Les valeurs suivantes ont été
ajustées pour les différentes simulations: 10 chaines courtes ou 20 000
phylogénies d’alleéles ont été produites et 1 000 ont été retenues puis 3
chaines longues ot 160 000 phylogénies ont été échantillonnées et 10 000 ont
été retenues. Le modéle de mouvement Brownien a été retenu comme modele
évolutif des marqueurs. Ce processus a été réalisé trois fois de facon
indépendante afin de vérifier la concordance des estimés. La moyenne des
estimés a été calculée. Afin d’'estimer la taille efficace, les valeurs obtenues
pour les marqueurs nucléaires ont été divisées par 4u ou les valeurs de p
utilisées varient de 2,5x10™* & 4,0x10™ (Yue et al. 2004, Garcia de Leon et al.
1997).

L'équilibre de Hardy-Weinberg a été testé pour les marqueurs nucléaires
seulement a l'aide du logiciel GENEPOP. L’hypothése nulle de ce test est que
les individus proviennent de la rencontre aléatoire des gameétes. La probabilité
de ces tests a été évaluée a l'aide de chaine de Markov (Guo et Thompson,
1992).

La différentiation allélique a été testé pour tous les marqueurs (mitochondrial
et nucléaires). L’hypothése nulle de ce test est que la distribution des alleles
est identique entre les populations. Finalement, un estimé du Fst (Weir et
Cockerham 1984) a également été déterminé a I'aide pour tous les marqueurs.
Cet estimateur décrit la variance de la diversité génétique a l'intérieur des
populations versus la diversité entre les populations. Le logiciel GENEPOP a
été utilisé afin de tester la différentiation allélique et estimer le Fsr.

La distance Dce de Cavalli-Sforza et Edwards (1967) est une distance basée
sur la dérive génétique exclusivement. La distance Suz de Goldstein et al.
(1995) est une distance proportionnelle au temps de divergence et son
espérance égale (2ut) deux fois le temps de divergence exprimé en génération
(t) fois le taux de mutation des marqueurs (n). C'est donc une distance qui
permet de déterminer directement le temps de divergence entre les
populations. Les distances génétiques entre les populations ont été estimées a
I'aide du programme POPULATION version 1.2.28 (Langella 1999).

Afin de déterminer si une population a subit des variations démographiques
récentes, I'équilibre mutation-dérive a été testé sur les marqueurs nucléaires a
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l'aide du programme BOTTLENECK version 1.2.02 (Cornuet et Luikart 1996).
La logique de ce test repose sur le fait qu'une population ayant subit une
réduction de ses effectifs verra une réduction de son nombre d'alléles plus
rapide que la réduction de I'hétérozygotie prédite sous HW (Hg) et ce pour la
majorité des marqueurs. En situation d'équilibre, il est attendu d’observer
autant de marqueurs en excés qu’en déficit. Un test de rang de Wilcoxon
permet de déterminer si un nombre significatif de marqueurs sont en situation
d’excés tel qu'attendu lors d’'un effondrement des effectifs. Trois modéles de
mutation ont été testés, soit le modéle infini d’'alleles (IAM), le modéle par pas
(SMM) qui représentent les deux modele extrémes applicables aux marqueurs
microsatellites (Estoup et Angers 1998), et un modele intermédiaire, le modéle
de mutation en deux phases (TPM) en utilisant 10% de mutation non-SMM.

Les cas de déséquilibre génotypique pour chaque paire de marqueurs
(nucléaires et mitochondrial) et dans chacune des populations ont été détectés
a l'aide du logiciel GENEPOP. L’'hypothése nulle de ce test est que les
génotypes a un locus sont indépendants de ceux des autres locus.

Les coefficients de parenté (lxy), ont été calculés entre chaque paire
d’'individus de chaque population a partir de I'ensemble des marqueurs
nucléaires a lI'aide du logiciel IDENTIX version 1.1 (Belkhir et al. 2002).

3- RESULTATS
3.1- Diversité génétique des populations

Les quatre marqueurs microsatellites nucléaires utilisés dans cette étude se
sont révélé trés variables, démontrant entre 8 et 16 alléles par locus (Tableau
1), pour un total de 49 alléles.

Au niveau des populations, on observe une grande diversité génétique dans
les deux populations étudiées (Figure 2, Tableau 2). Un total de 38 alléles
différents a été observé pour chacune des populations. Selon le marqueur
utilisé, entre 6 et 13 alléles par population ont été détectés.

Méme si le nombre total d’alleles ne difféere pas entre les populations, la
diversité génétique totale (Hg) apparait toutefois plus élevée dans la population
CA (0,8235) par rapport a celle de CB (0,7885). Ceci se confirme a trois des
guatre locus qui démontrent une diversité plus élevée pour CA (Tableau 2).
Cette différence est encore plus marquée au niveau de la proportion
d’hétérozygotes (Hp) avec des valeurs de 0,8088 pour CA contre 0,7396 pour
CB.

13



INFLUENCE DU TRAFIC ROUTIER SUR LA DIVERSITE GENETIQUE DES TORTUES PEINTES CHRYSEMYS PICTA

0,4 - B
CcP2 O Cambell’s Bay

0,35 @ Calumet

180 182 184 200 204 206 208 210 214 216 220 224

0,77 CP3

0,6 -

0.1
o A B e [_'I;TJ::.lj
164 184 192 196

146 148 152

%37 cpP1o
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

0 -
182 184 188 204 208 210 216 220 224 232 236 240 244 260

0257 cpie

78 80 82 84 88 92 94 96 100 102104 106 108 110112 114

Taille des alleles (paire de bases)

Figure 2 : Fréquences alléliques des marqueurs microsatellites nucléaires pour
les populations CB et CA
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Tableau 2 : Indices de diversité génétique pour les populations CB et CA pour
chacun des marqueurs, en terme de nombre d’alleles (k), d’hétérozygotie
attendue sous HW (Hg) et d’hétérozygotie observée (Ho, pertinent pour les

marqueurs nucléaires seulement)

Locus Indices CB CA

CP2 k 9 10
He 0,8222 0,8663
Ho 0,7778 0,8235

CP3 k 6 6

He 0.5619 0.6560
Ho 0.6667 0.7059

CP10 k 13 10
He 0,8891 0,8556
Ho 0,6250 0,8235

CP16 k 10 12
He 0,8810 0,9162
Ho 0,8889 0,8824

MT k 10 12
He 0.8825 0.9269

3.2- Equilibre de Hardy-Weinberg

Les résultats des tests d'équilibre de Hardy-Weinberg apparaissent au
Tableau 3. Ces résultats indiquent que la population CA est a I'équilibre HW,
ce pour I'ensemble des locus (p=0,075) ainsi que pour chacun des marqueurs
individuels (p > 0,065). Toutefois, ce n’est pas le cas pour la CB ou le test
global est hautement significatif (p < 0,0001). Pour cette population, un
déséquilibre est observé a deux locus (CP2 p = 0,045 et CP10 p < 0,0001)
indiqguant qu’il ne s’agit pas dun hasard. En cherchant la cause de ce
déséquilibre, on constate une différence importante entre la proportion
d’hétérozygotes prédite sous HW (Hg) et celle observée (Hp) pour ces deux
locus (traduit en terme de Fs tableau 3), mais plus particulierement au locus
CP10 (Tableau 2). Cet excés d’homozygotes au locus CP10 est causé
notamment par le fait que 8 des 9 occurrences de l'alléle 210 se retrouve dans
quatre individus homozygotes (Annexe 1).
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Tableau 3 : Résultats des tests d’équilibre de Hardy-Weinberg a chacun des
locus et pour I'ensemble des locus nucléaires. Les valeurs significatives sont
indiquées en gras.

Probabilité Fis

CB < 00,0001

L1 0,0451 +0,056
L2 0,8745 -0,193
L3 0,0000 +0,304
L4 0,7496 -0,009
CA 0,0746

L1 0,0650 +0,051
L2 0,2511 -0,079
L3 0,4222 +0,039
L4 0,1059 +0,038

3.3- Taille efficace et équilibre mutation dérive

Le paramétre 4Nepu tel gu’'estimé a l'aide du processus de coalescence est en
moyenne presque deux fois plus faible pour CB (0,82458) que pour CA
(1,50643). Cet estimateur tient compte a la fois de la taille efficace (Ng) et du
taux de mutation. En utilisant des taux de mutation moyen observés chez les
autres Vertébrés, on obtient une taille efficace variant entre 561 et 872 pour
CB et entre 900 et 1400 pour CA.

La comparaison des Hg prédits sous équilibre mutation-dérive et les Hg
estimés a partir des fréquences alléliques ne démontre aucune tendance claire
pour I'ensemble des locus (Tableau 4). Les tests d’équilibre mutation-dérive
effectués aussi bien en mode de mutation IAM, SMM que TPM (variant de 5-
15% de mutation nhon SMM) ne sont pas significatifs, indiquant que les deux
populations sont a I'équilibre mutation-dérive.
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Tableau 4 : Résultats des tests d’équilibre mutation-dérive pour les populations
CB et CA pour chacun des marqueurs nucléaires. Les indices observés (k et Hg)
sont repris pour fins de comparaison avec les indices de Hg générés (Heo) selon
les modéles de mutation IAM, TPM et SMM, leur écart type (S.D.) ainsi que la
probabilité de chaque marqueurs (Prob). Les probabilités associées a chacune
des populations est la probabilité (unilatérale) que la population ait subit un
effondrement des effectifs a partir de I’ensemble des marqueurs sous les trois
modeéle de mutation. Les valeurs significatives sont indiquées en gras.

observé sous |.LA.M sous T.P.M. sous S.M.M.

k He Heq | Prob Heq Prob Heq Prob
CB 0,4375 0,8437 0,9687
CP2 9 0,822 | 0,795 | 0,4350 0,818 0,4350 0,854 0,1350
CP3 6 0,562 | 0,659 | 0,1960 | 0,703 | 0,0880 0,760 0,0110
CP10 13 0,889 | 0,891 | 0,3700 | 0,904 | 0,2110 0,917 0,0630
CP16 10 0,881 | 0,820 | 0,0940 0,847 0,2160 0,872 0,4710
CA 0,0625 0,1562 0,9375
CP2 10 0,866 | 0,824 | 0,2490 | 0,849 | 0,4010 0,875 0,3050
CP3 6 0,656 | 0,676 | 0,3270 | 0,703 | 0,2390 0,762 0,0570
CP10 10 0,856 | 0,830 | 0,3990 0,849 0,4620 0,876 0,1640
CP16 12 0,916 | 0,869 | 0,0330 0,884 0,1040 0,902 0,2730

3.4- Différentiation des populations

Au niveau de la composition allélique, on constate que 27 des 49 alleles
appartenant aux marqueurs nucléaires sont partagés entre les populations
(Figure 2). Onze alléles sont uniques a la population CB et onze autres pour
CA. Cependant, les alléles uniques ne se retrouvent généralement qu’en faible
proportion. Ainsi, ces alleles uniques ne représentent qu’entre 3,1 et 19,4 %
des fréquences alléliques selon les locus et les populations. La seule
exception provient du locus CP16 ou 45,2% des fréquences de la population
CA est constitué de ces alléles. La valeur de Fst est donc trés faible (0,0123),
indiquant que la majorité de la diversité génétique se retrouve a l'intérieur des
populations et que ces populations sont relativement semblables.

Malgré cette ressemblance, le test de différentiation alléligue globale est
significatif (p=0,0178; Tableau 5), indiquant que les populations possédent une
composition génétique différente. En analysant les marqueurs de facon
individuelle, on constate que les tests de deux (CP2 et CP16) des quatre
marqueurs sont significatifs (Tableau 5). On peut donc en conclure que ces
deux populations sont isolées I'une par rapport a l'autre.
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Tableau 5 : Résultats des tests de differentiation allélique entre les populations
CB et CA pour chacun des marqueurs, pour I’ensemble des marqueurs
nucléaires seulement et pour I’ensemble des marqueurs. Les valeurs
significatives sont indiquées en gras.

Locus Probabilité
CP2 0,02763
CP3 0,26362
CP10 0,81170
CP16 0,01950
mt < 0,00001
Global nucléaire 0,01777
Global total < 0,00001

La distance génétique entre ces deux populations est de 0,3687 pour la

distance D¢ et de 1,33 pour la distance u®. En utilisant 2.5x10* a 4,0x10
comme taux de mutation (moyenne de plusieurs marqueurs microsatellites
chez les Vertébrés), on peut estimer le temps de séparation entre ces
populations de l'ordre de 1662 a 2660 générations. Si on considére que la
maturité sexuelle est atteinte aux environs de 4 ans (Balcome et al. 1987), on
obtient un temps de divergence 6 650-10 646 ans.

3.5- Marqueur mitochondrial

Le margqueur microsatellite mitochondrial utilisés dans cette étude s’est révélé
extrémement variable, démontrant 10 et 12 alléles pour la population CB et CA
respectivement, pour un total de 21 alleles (Tableau 1, Figure 3). La diversité
génétique totale (Hg) apparait plus élevée dans la population CA (0,9269) par
rapport a celle de CB (0,8825; Tableau 2).

La caractéristigue la plus frappante de ce marqueur est le faible nombre
d’haplotypes partagés entre les populations (Figure 3). Ceci est le résultat d’'un
taux de mutation trés élevé du microsatellite (apparition de nombreux alléles)
et de la transmission uniparentale du génome mitochondrial (perte plus rapide
de la diversité comparativement au génome nucléaire). En fait, un seul
haplotype est commun au deux populations étudiées (haplotype 157). Ceci se
traduit par un test de différentiation allélique extrémement significatif
(p<0,0001; Tableau 4)

La taille efficace estimée a l'aide de ce marqueur est consistante avec les
estimés obtenus avec les marqueurs nucléaires, en ce sens que la taille de CB
est plus faible que celle de CA. La différence est cependant plus accentuée
avec le marqueur mitochondrial ou les valeurs de Ngu pour CB est de 0,98
alors que celle de CA est de 2,76, soit prés de trois fois plus petite pour CB.
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Figure 3 : Fréquences alléliques du marqueur microsatellite mitochondrial pour
les populations CB et CA
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3.6- Analyse conjointe de tous les marqueurs

L'analyse du déséquilibre gamétique entre tous les marqueurs (Tableau 5)
indigue que le locus nucléaire CP2 et le marqueur mitochondrial sont
étroitement associés (p = 0,021), mais pour la population CB seulement. Les
autres paires de marqueurs ne démontrent pas de déséquilibre (p > 0,10).

Tableau 6 : Résultat des tests de déséquilibre génotypique entre chaque paires
de locus. Les valeurs significatives sont indiquées en gras.

Population | Locus 1 | Locus 2 Probabilité
CB CP2 CP3 0,92362
CP2 CP10 0,32222
CP3 CP10 0,74449
CP2 CP16 1,00000
CP3 CP16 0,51675
CP10 CP16 1,00000
CP2 mt 0,02190
CP3 mt 0,49195
CP10 mt 0,45440
CP16 mt 0,28855
CA CP2 CP3 0,13949
CP2 CP10 0,27731
CP3 CP10 0,49499
CP2 CP16 0,22330
CP3 CP16 0,37471
CP10 CP16 1,00000
CP2 mt 0,32193
CP3 mt 0,19719
CP10 mt 0,20396
CP16 mt 0,14789

Afin d’estimer le succes reproducteur des femelles, le coefficient de parenté a
été estimé entre chaque paire d’individus pour chacune des deux populations
a partir des génotypes nucléaires (Figure 4). On constate ainsi qu'un grand
nombre de paires d'individus de la population CB posséde un coefficient
supérieur a 0,5 (20) comparativement & CA (13). Grace a la grande variabilité
du marqueur mitochondrial, il est possible de déterminer si les individus
fortement apparentés proviennent de la méme mére, en partageant le méme
haplotype mitochondrial. Ainsi, on constate que 10 des 18 individus de CB ne
proviendraient que de trois méres différentes (lignée mitochondriale 137 : 2
progénitures, 157 : 4 progénitures, 191 : 4 progénitures) (Annexe 1). Pour CA,
seulement 4 des 17 individus proviennent de deux méres différentes (lignée
mitochondriale 162 : 2 progénitures, 179 : 2 progénitures). Ces résultats
permettent d’'estimer la moyenne et la variance du succes reproducteur des
femelles pour I'échantillon. Ainsi, on constate que la moyenne et la variance de
la population CB est plus élevée (1,63 et 1,45) que celles de la population CA
(1,13 et 0,12).
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Figure 4 Coefficients de parenté Ixy, estimé a partir des marqueurs
microsatellites nucléaires pour chaque paire d’individus pour les populations
CB et CA
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4- INTERPRETATION DES RESULTATS
4.1- Histoire des populations

La comparaison de la composition génétique des populations indiquent que
celles-ci sont reproductivement isolées; il n’y a donc pas ou peu d'échange
entre elles, méme si elles ne sont distantes que de quelques kilometres. Les
deux sites représentent donc autant de populations au sens biologique du
terme.

D’un autre cbté, ces populations quoique reproductivement isolées, sont tout
de méme trés semblables (en terme de composition allélique et de Fst) ce qui
suggere qu’elles ont une origine trés récente. On peut ainsi présumer que ces
populations ont été formées a partir d'un méme groupe fondateur suite a la
colonisation post-glaciaire. La distance génétique Suz confirme que le temps
de divergence sont de I'ordre ou légérement moindre que le temps depuis la
colonisation post-glaciaire, soit il y a 8-10 000 ans, suite au retrait du glacier.
De méme, la distance Dce est du méme ordre de grandeur que celle observée
entre les populations de trois différentes espéces de poissons du Québec,
séparées apres la colonisation post-glaciaire (Gagnon et Angers 2006). Ces
résultats sont d’'une grande importance dans l'optique d’'une comparaison
entre ces populations : les différences observées actuellement proviennent
donc de facteurs survenus apres leur formation.

4.2- Taille des populations

Toutes les informations obtenues a partir de la diversité génétique (Hg, Ho,
Nep) des populations étudiées indiquent que la population CA possede une
taille efficace largement plus grande que celle de CB, et ce pour les marqueurs
situés autant sur le génome mitochondrial que nucléaire.

Il faut noter que la taille efficace estimée a partir du parametre Neu dépendra
intimement du taux de mutation des marqueurs utilisés et que les moyennes
utilisées peuvent étre différentes des valeurs absolues. De plus la taille
efficace est un estimé intégrateur de plusieurs générations comparativement a
un estimé ponctuel des méthodes écologiques. Puisque les estimés ont été
déterminés a partir des mémes locus, ceux-ci sont complétement comparables
entre les populations. Aussi, il est préférable de comparer les valeurs de Ng
entre les populations plutét que comme un parameétre absolu. Lorsque I'on
compare la taille efficace et la taille de la population telle gu’estimée a I'aide de
la méthode de capture-marquage-recapture, on constate une différence
importante entre ces estimés. Ainsi, la taille de la population de CB est estimé
a environ 145,6 + 28,2 individus de taille supérieure a 8 cm (Desroches et
Picard 2006) alors que la taille efficace varie entre 515 et 820 individus.

La différence entre la taille efficace de CB et de CA peut étre le résultat de
nombreux facteurs démographiques. Ces résultats ne permettent toutefois pas
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de conclure que la mortalité routiére soit le facteur responsable de ce fait. Des
facteurs naturels associés par exemple a la capacité de soutien de I'habitat
pourraient permettre une taille plus grande pour CA que pour CB.

Néanmoins, la différence marquée des estimés selon le marqueur
mitochondrial (représentant la taille efficace des femelles exclusivement;
CA/CB : 2,81) ou les marqueurs nucléaires (taille efficace de I'ensemble de la
population; CA/CB : 1,83) est notable. Cette différence peut s’expliquer par
deux hypothéses non mutuellement exclusives.

Premierement, un rapport des sexes en défaveur des femelles pourrait altérer
la taille efficace de celles-ci. Une mortalité importante des femelles sur les
routes pourraient conduire a un tel résultat. Cependant, les résultats de
Desroches et Picard (2006) indiquent des rapports de sexe sensiblement
équivalent dans la population CB, soit 1 méle pour 0,9 femelle. Le fait qu'une
femelle puisse utiliser les gamétes provenant de plusieurs males (Pearse et
Avise 2001, Pearse et al. 2001) ne devrait pas affecter la comparaison puisque
I'on assume que ce comportement soit le méme dans les deux populations.

Une seconde éventualité pourrait provenir d’'une variance importante au niveau
du succes reproducteur des femelles de la population de CB. Les analyses de
parenté indiquent qu'un faible nombre de femelles aurait laisser une
progéniture dans I'échantillon provenant de la population CB. Les femelles
démontrent ainsi une forte variance du succés de reproduction. Ceci a comme
conséquence de réduire la taille efficace estimée a partir des marqueurs
nucléaires de CB par rapport a CA, mais cette réduction se fera sentir
davantage au niveau de la taille efficace estimée a partir des marqueurs

mitochondriaux.
4.3- Immigration

La population CB démontre un sérieux écart a I'équilibre de Hardy-Weinberg.
Ceci se traduit par une inadéquation entre la proportion prédite d’individus
hétérozygotes dans une population panmictique et la proportion observée
d’'individus hétérozygotes dans la population et impliqgue donc que différents
éléments perturbateurs agissent au niveau de la population CB.

Parmi les facteurs les plus vraisemblables pouvant occasionner ce
déséquilibre, on peut mentionner I'immigration d'individus provenant d’autres
populations. Certains résultats permettent d'appuyer cette hypothese,
notamment la haute proportion d’individus homozygotes pour l'allele 210 au
locus CP10. A cause de la composition génétique de la population CB, il est
peu vraisemblable que ces individus aient été formés dans cette population.
De plus, en regardant les haplotypes mitochondriaux de ces individus, on
constate qu'ils proviennent tous de méres différentes. On présume donc qu'ils
proviendrait d’une population a proximité du site et dans laquelle I'allele 210 au
locus CP10 serait abondant.
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Le fait que la population CB représente un puit de migrants peut s’expliquer en
tout ou en partie par deux hypothéses. La premiére hypothése est que
limmigration provient du transfert d’individus par une intervention humaine.
Bien que I'on ne puisse rejeter formellement cette hypothese, elle apparait peu
vraisemblable compte tenu de la grande similarité génétique des individus
conduisant a ce déséquilibre.

La seconde hypothése est que cette population ne peut pas subvenir a ses
besoins démographiques, soit a cause d’'une mortalité importante des adultes,
soit a cause d'un recrutement trop faible au niveau des progénitures. Il serait
encore une fois tentant de faire un lien direct avec la mortalité des femelles
gravides sur les routes, ce qui répondrait du coup aux deux sources de ce
probléeme. Cependant, le nombre de mortalité observées a CB semble
relativement faible. Une seule tortue peinte victime de la route a été observée
au cours des étés 2003-2004 (Desroches et Picard 2006). Sans remettre en
guestion les résultats de cette étude, on peut toutefois se demander si les
observations effectuées sur ces deux années sont représentatifs de la
situation. Cependant, puisque l'on ne peut détecter de décroissance
démographique significative au niveau de cette population, ceci est en accord
avec les faibles mortalités d’adultes observées.

Si la mortalité des adultes n’est pas le facteur responsable, un recrutement
trop faible au niveau des progénitures pourrait étre en cause. un plus faible
succes d'éclosion des nids en bordure des routes pourrait limiter le
recrutement. En ce sens, les résultats de Desroche et Picard (2006) indiquent
gue des facteurs autres que la déprédation (nids écrasés, nids non éclos a
cause d'un développement trop lent) agissent de fagon importante surtout en
bordure des routes. La situation observée a CB pourrait donc étre le résultat
indirect de la présence des routes.

4 .4- Le trafic routier

Il est intéressant de constater que I'hypothése du point précédent rejoint celle
évoquée au point 4.3 concernant la variance du succés reproducteur des
femelles. Si les femelles nichant en bordure des routes ont une plus faible
probabilité de laisser une descendance, et si le nombre de ces femelles est
important pour les sites a proximité des routes, on assistera alors a des faibles
taux de recrutement, de méme qu'a une variance plus grande du succés
reproducteur des femelles.

Un plus faible recrutement de juvéniles depuis quelgques années pourrait
cependant ne pas étre détecté par les tests de déséquilibre démographique.
D’abord parce quil semble y avoir une réponse compensatoire via
limmigration, mais surtout parce ce phénoméne ne touche que les
progénitures et que la diversité génétique globale demeure relativement
inchangée a cause de la longévité de cette espeéce.
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5- CONCLUSION

Cette étude n’a permis de répondre que partiellement & notre objectif. D’abord
a cause du nombre restreint de populations échantillonnées, ce qui ne permet
pas de vérifier si la tendance observée est généralisée a une bonne partie des
populations vivant a proximité des routes. En second lieu, le nombre de tortues
victimes de la route semble également trés faible au niveau de la population
perturbée sélectionnée suggérant que le trafic routier ait une influence mineure
sur la dynamique des adultes de cette populations de tortues.

Cependant, le nombre important de tests et d'estimés touchant
particulierement la population perturbée CB ne peut étre juste le fruit du
hasard. Ceci indique que cette population est réellement perturbée en
comparaison au site de référence CA. Un impact des routes sur le recrutement
des juvéniles pourrait expliquer les résultats observés dans la population CB.
Cette hypothese constitue une voie d’exploration pertinente. Ceci suggére que
la mortalité des adultes par le trafic routier pourrait n'étre que la pointe de
l'iceberg des perturbations démographiques agissant sur les populations de
tortues, et que les effets au niveau du recrutement pourrait avoir des
conséquences tout aussi, sinon plus dramatiques sur I'intégrité génétique de
ces populations
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ANNEXE |

Caractérisation génétiqgue des individus des populations CB et CA pour les
guatre locus microsatellites nucléaires diploides (CP2, CP3, CP10 et CP16)
ainsi que pour le microsatellite mitochondrial haploide (MT). Le chiffre entre
parenthése représente lidentité d’'une meére ayant laissé plus d'un individu
dans une population.

CP2 CP3 CP10 CP16 MT
CB1 204-214 146-146 208-236 092-096 157 (1)
CB2 204-206 146-146 ND  092-104 157 (1)
CB3 184-216 146-152 210-210 104-104 165
CB4  204-206 146-196 220-240 104-108 137 (2)
CB5 204-204 146-146 208-208 092-096 191 (3)
CB6 204-214 146-192 236-236 092-104 157 (1)
CB7 184-204 146-192 184-232 096-106 191 (3)
CB8 206-214 146-146 ND  094-108 171
CB9 184-184 146-146 210-210 088-094 211
CB10 184-204 146-152 210-210 096-104 159
CB11 208-210 146-192 210-210 088-112 190
CB12 204-204 146-192 220-260 096-096 191 (3)
CB13 204-206 146-146 188-220 088-096 191 (3)
CB14 200-220 146-192 208-224 088-102 189
CB15 208-210 146-148 184-240 088-096 165
CB16 214-214 184-192 204-210 092-102 157 (1)
CB17 204-206 146-192 220-240 102-108 137 (2)
CB18 204-208 146-184 216-244 092-110 201

CAl 208-214 146-146 208-210 114-114 164
CA2 204-210 146-146 208-208 088-096 179 (2)
CA3 210-224 146-192 188-210 088-104 233
CA4  204-210 146-146 208-236 088-096 181
CAS5 204-210 146-146 208-240 084-092 179 (2)
CA6 204-210 146-184 210-210 092-104 157
CA7 184-184 146-146 182-236 092-104 157
CA8 180-200 146-196 184-210 080-102 194
CA9 214-214 146-148 184-210 080-084 167
CA10 210-214 146-192 184-240 092-092 154
CA11l 206-210 148-196 210-220 078-084 168
CA12 180-210 148-164 204-236 088-102 162 (1)
CA13 180-182 148-164 204-236 080-088 162 (1)
CA14 180-206 146-148 208-208 084-100 157
CA15 204-214 146-192 208-224 082-096 204
CAl16 208-214 146-192 208-210 084-100 168
CAl7 214-214 146-192 236-240 084-106 192
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