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Résumeé

Les vipéres du genre Vipera sont des serpents venimeux distribués dans la totalité du
Paléarctique. Malgré cette répartition considérable, elles sont extrémement menacées,
leur déclin étant principalement d( a la destruction et a la fragmentation de leur habitat
ainsi qu'a la persécution humaine. Afin d'apporter de nouveaux éléments dans le
contexte de la protection de ce groupe de reptiles, nous avons utilisé durant ce travail de
these différents marqueurs moléculaires pour étudier la structuration génétique a petite
et a large échelle chez trois espéces appartenant au genre Vipera.

La premiére étude, une phylogéographie moléculaire de la vipére ammodytes (Vipera
ammodytes), a montré dans l'ensemble de |'aire de répartition une forte structuration
génétique provenant d'isolements antérieures au Pléistocéne. La présence d'un nombre
important de clades dans le centre des Balkans suggere que cette région a fourni de
nombreux refuges isolés durant les glaciations. Ces derniéres ont également eu un
impact considérable sur la diversité génétique au sein de la majorité des clades, suite a
d'importants goulots d'étranglement durant le Pléistocene.

L'étude de la phylogéographie de la vipére aspic (Vipera aspis) a montré une
différenciation génétique entre les populations présentes de chaque coté des Alpes, mais
également une forte structuration interne avec la mise en évidence d'un refuge en
France. Cette étude est la premiére a établir clairement I'utilisation d'un refuge frangais
pour un vertébré terrestre.

La troisieme partie de cette thése a étudié la phylogéographie de la vipére péliade
(Vipera berus), espéce cible de ce travail. En plus de la mise en évidence d'un groupe
génétique inattendu (localisé dans le nord de I'Italie, le sud de I'Autriche, le nord de la
Slovénie et I'extréme sud-est de la Suisse), la variabilité génétique au sein du groupe
nordique (comprenant les animaux de l'entier de |'aire de répartition de l'espéce a
I'exception des individus du groupe italien et les animaux provenant des Balkans) est
suffisamment importante pour conclure a l'utilisation de refuges glaciaires nordiques
durant les derniéres glaciations, en complément des refuges habituellement décrits pour
la majorité des espéces animales (soit les péninsules ibérique, italienne et balakanique).

Ces résultats nous ont conduit a effectuer une étude morphologique (quatrieme partie)
comparant les vipéres péliades du "clade italien" et du "clade nordique" décrits ci-dessus.
Seules de petites différences morphologiques ont pu étre mises en évidence, malgré une
séparation de ces groupes estimée a plus d'un million d'années.

Une étude a plus petite échelle, centrée sur le Massif jurassien et certaines populations
alpines et francaises, a été entreprise afin d'estimer leur diversité génétique et d'évaluer
la structuration génétique entre les populations a I'aide de marqueurs microsatellites
(cinquiéme partie). Une importante structuration a été observée entre les populations
distantes de plus de 3 kilométres, la structuration entre les populations plus proches
étant plus limitée. De plus, une diversité génétique plus faible dans les populations
jurassiennes et alpines comparativement aux populations du massif central et de la cote
atlantique a été constatée, probablement due a une perte de diversité génétique lors de
la recolonisation post-glaciaire.

La sixieme étude s'est intéressée au succés reproducteur des males de vipéres péliades
en conditions naturelles. Une corrélation entre la taille des males et leur succeés
reproducteur a été relevée, les individus de plus grande taille ayant un succes
reproducteur plus élevé. Le taux de multipaternité a aussi été investigué, démontrant
que la proportion de pontes issues de plusieurs péres est élevée (69%) malgré la faible
densité de vipéres observée sur le site étudié. Finalement, aucun lien entre le hombre de



péres au sein d'une ponte et la mortalité des jeunes a la naissance n'a pu étre mis en
évidence, contrastant avec des travaux précédents.

En conclusion, 'observation de la structuration trés marquée chez les vipéres péliades
devrait permettre d'affiner les méthodes de protection de l'espéce dans le massif
jurassien. A plus large échelle, I'importante structuration génétique observée chez les
viperes ammodytes, aspic et péliade résultant de I'utilisation de nombreux refuges
glaciaires, complémentaires aux refuges habituellement utilisés par les especes animales,
démontre l'intérét de l'analyse phylogéographique des reptiles pour la compréhension
des phénoménes de colonisation et d' extinction des populations durant la fin du Tertiaire
et le Quaternaire. La mise en évidence chez les différentes espéces de vipéres étudiées
de nombreux groupes génétiques distincts (ESUs) devrait conduire a des modifications
de la taxonomie ainsi qu'au statut de protection de ces espéces.



Abstract

The vipers of the genus Vipera are venomous snakes widespread throughout the
Palaearctic regions. Despite a large distribution area, several species are extremely
threatened, especially due to the destruction and fragmentation of their habitats, as well
as by human persecution. In order to increase the knowledge on these species and to
improve their protection, several molecular markers have been used to investigate the
genetic structure on small and large scales, within three species of the genus Vipera.

The first study, a molecular phylogeography of the nose-horned viper (Vipera
ammodytes), showed a considerable structuring throughout the distribution area, due to
isolation into refugia before the Pleistocene. A high number of clades in the centre of the
Balkans suggests that this region harboured numerous isolated glacial refugia during the
last glaciation. Moreover, low genetic diversity within several clades implies that most
populations of nose-horned vipers have suffered bottlenecks during the Pleistocene.

The study of the phylogeography of the asp viper (Vipera aspis) showed genetic
differentiation between populations on each side of the Alps, as well as considerable
internal genetic structure, suggesting the use of a glacial refugium in France. This study
is the first to establish firmly the occurrence of a French refugia for a terrestrial
vertebrate.

The third part of this work involved a phylogeographic study of the adder (Vipera berus),
the target species of this thesis. Three clades were revealed: a Balkan clade
(corresponding to the subspecies V. b. sachalinensis), an unexpected Italian clade
(limited to northern Italy, southern Austria, northern Slovenia and southeasternmost
corner of Switzerland) and a Northern clade clade (including adders of the whole
distribution area excepted animals from the Balkan and the Italian clades). The genetic
variability within the Northern clade is sufficiently high to conclude that a northern glacial
refugia during the last glaciation, in addition to those refugia already described for the
main species (Iberian, Italian and Balkan peninsula).

These results motivated a morphological study (part four) comparing the adders from the
Italian and the Northern clades describe above. Only small morphological differences
have been found, despite the split between these two clades have taken place more than
1 million years ago.

A study on a local scale, focused on the Jura Mountains, on a few populations in the Alps
and France was, performed to estimate the genetic diversity and the genetic structure
between populations using microsatellite markers (part five). Considerable structure was
observed between populations separated by more than 3 kilometres, whereas the
structure between closer populations is less marked. Moreover, lower genetic diversity in
the populations from Jura Mountains and Alps was noticed compared to populations from
Massif Central of Atlantic coast. Such loss of genetic variation probably followed post-
glacial recolonisation.

The sixth study focused on the reproductive success of male adders in the wild. A
positive correlation between body length and reproductive success was observed.
Multiple paternity was also observed in most of clutches (69%) despite the low density of
adders in the study area. Finally, no relationship was found between the number of
fathers in a clutch and the survival of offspring at birth, contradicting previous studies.

To conclude, the observation of a significant genetic structure in Vipera berus will enable
recommendations to be made to improve protection of this species in the Jura Mountain.
On a larger scale, the considerable genetic structure found within Vipera ammdoytes,



V. aspis and V. berus, resulting from isolation in additional glacial refugia to those
already described for other species, demonstrates the relevance of phylogeographic
studies of reptiles to better understand the colonisation and disappearance during the
last Tertiary and the Quaternary. The observation of several groups of evolutionary
significant units (ESUs) within the three studied species might lead to a revision of the
taxonomy, as well as their conservation status.
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Chapitre 1: Introduction générale

L'importante extension de la population humaine a induit et induit toujours une pression
grandissante sur notre environnement et sur les espéces qui y vivent. Malgré les
développements de la technologie, les surfaces utilisées par I'homme n'ont fait que
croitre durant les derniers millénaires. En conséquence, la majorité des espéces animales
ont été repoussées dans des zones refuges plus ou moins importantes. En plus
d'exploiter de grande surface, I'Homme a détruit de nombreux habitats, réduisant encore
les surfaces utilisables par les espéces sauvages. A cause de ces mécanismes
d'exploitation et de destruction, de nombreuses espéces ont disparu, alors qu'un nombre
considérable d'entre-elles sont actuellement disséminées en populations isolées. D'autres
facteurs humains, comme la pollution ou l'introduction d'espéces exotiques ont aussi
conduit a la disparition et a la diminution des effectifs de certaines espéces.

Or, la diminution des effectifs et l'isolation des populations accroit I'impact des divers
phénomeénes stochastiques; en effet, un événement catastrophique ou la fluctuation des
parametres environnementaux aura une incidence plus dramatique pour des populations
isolées que pour des populations interconnectées, lesquelles pourraient recoloniser un
site ol I'espéce aurait disparu. Les petites populations ont aussi de grands risques de
disparition en raison des fluctuations démographiques, I'effet d'Allee étant un exemple
marquant de ce phénomeéne: il se produit lorsque les males et les femelles ont des
difficultés a se rencontrer pour s'accoupler a cause d'une faible densité ou d'un sex-ratio
biaisé. Finalement, les facteurs génétiques peuvent aussi conduire les petites populations
a disparaitre. En effet, un faible nombre d'animaux induit une dérive génétique et
I'apparition d'accouplements entre apparentés (inbreeding) (Frankham et al. 2002). Ces
deux éléments diminuent la variabilité génétique et, par dépression de consanguinité,
réduisent la fitness des individus (Reed & Frankham 2003). Seuls les échanges réguliers
entre populations peuvent rétablir un niveau de variabilité suffisant et réduire les
accouplements entre apparentés. En conséquence, les petites populations, de surcroit
lorsqu'elles sont isolées, ont un risque élevé d'extinction

Afin de contrebalancer cette disparition massive, I'étre humain a concu différentes
méthodes pour protéger les milieux et les espéces (lois, conventions internationales,
etc...). En complément, différentes approches scientifiques ont été développées afin
d'évaluer et d'améliorer I'état actuel des populations, approches regroupées en tant que
discipline dénommée "Biologie de la Conservation". Avec ces différentes méthodes et a
des échelles variables, les scientifiques cherchent a effectuer un état des lieux, a
analyser les problémes et a suggérer différents plans de gestion. En espérant ainsi
améliorer |'état biologique de la Planéte...

1.1 L'apport de la génétique pour la conservation des especes

Aprés la découverte de I'ADN par Watson & Crick (1953) et les avancées techniques qui
suivirent (PCR, séquencage, etc.), il est actuellement possible de déchiffrer et
comprendre l'information génétique contenue dans les cellules vivantes, information
centralisée au sein de I'ADN. L'historique des espéces animales et la séparation entre
deux taxa peuvent aussi étre étudiées a partir des différences observées au niveau de
I'ADN (Avise et al. 1987). En effet, le phénoméne de mutation de I'ADN (a un taux
variable suivant le géne étudié) permet d'obtenir une datation des événements de
spéciation en utilisant des marqueurs a taux de mutation faible (phylogénie,
phylogéographie). Inversément, des marqueurs a taux de mutation élevé peuvent étre
utilisés pour des études a une échelle locale (génétique des populations, analyse de
paternité).

13



La phylogéographie

Durant le Pléistocéne et les périodes précédentes, les variations climatiques ont conduit
les especes animales et végétales a se déplacer, se réfugiant dans les parties tempérées
lors des périodes glaciaires; en Europe, les refuges les plus connus sont les péninsules
ibérique, italienne et balkanique (Taberlet et al. 1998; Hewitt 2000). Durant les périodes
inter-glaciaires, les espéces ont pu recoloniser le nord du continent européen (Hewitt
1999). De nombreuses espéces ont disparu durant ces périodes, ne supportant pas ces
variations climatiques ou n'ayant pas pu atteindre les zones refuges. D'autre part, la
présence de refuges isolés dans les péninsules a induit la séparation des espéces en
groupes distincts qui, petit a petit, se sont séparés génétiquement et, parfois, ont abouti
a la création de nouveaux taxa (espéces, sous-espéces ou clades génétiques) (Mayr
1963). Ces séparations gardent alors un signe phylogénétique qui peut étre analysé,
entre autres, par le séquengage de I'ADN mitochondrial. Ainsi, la phylogéographie peut
étre définie comme I'étude de la distribution géographique des différentes lignées
génétiques au sein des espéces (Avise et al. 1987). Or, la détermination de ces lignées et
leur localisation permettent de mieux appréhender la diversité génétique présente chez
une espece et de comprendre I'historique et les zones-refuges utilisées durant les
derniéres glaciations.

De plus, la connaissance des différentes lignées génétiques est importante pour la
systématique et la conservation des espéces. Les résultats génétiques permettront de
déterminer les ESUs (Evolutionarily Significant Units, unité évolutivement significative;
Moritz 1995), unités a protéger indépendamment. Au niveau systématique, les analyses
génétiques permettent de former des groupes homogénes ayant une histoire commune.
L'avantage des marqueurs moléculaires neutres est d'éviter I'utilisation de parametres
morphologiques ayant été influencés par I'environnement (voir par exemple Avise et al.
1994; Vicario et al. 2003; Wiens et al. 2003). En conséquence, I'outil moléculaire, en
association avec des mesures morphologiques, anatomiques et biogéographiques permet
d'obtenir la définition de taxa fiables et utilisables pour la protection des espéces
(Frankham et al. 2002).

L'ADN mitochondrial chez les serpents

Dans chaque cellule animale, la respiration cellullaire est effectuée par de nombreuses
mitochondries, contenant chacune plusieurs copies d'une molécule d'ADN circulaire
(environ 17'000 bp chez les serpents). Cette molécule renferme les génes codant pour 13
protéines essentielles impliquées dans la phosphorylation oxydative, 2 rARN et 22 tARN
nécessaires a l'expression de ces génes (Boore, 1999). Alors qu'au sein d'un genre
I'organisation de ces genes est conservée, elle varie entre les principaux groupes. Chez
les vertébrés, seule une partie non-codante a été observée, la région de contrdle (CR),
laguelle posseéde un rdle dans la duplication de I'ADN mitochondrial. Or, deux copies de
cette région de contrOle ont été trouvées dans quelques taxa, tels que certains Iézards
(Moritz & Brown, 1986; Moritz & Brown, 1987) ou les oiseaux du genre Amazona
(Eberhard et al., 2001). Plus particulierement, les serpents dits "évolués" possedent
aussi cette duplication, laquelle est probablement intervenue durant les premiéres phases
de divergence des serpents puisqu'elle est conservée au sein des Viperidae, des
Colubridae et des Boidae (Kumazawa et al., 1996; voir Figure 1). Les travaux de
Kumazawa et collaborateurs (1996, 1998) démontrent que ces deux copies sont
identiques et qu'elles doivent évoluer de maniére concertée. Ils émettent aussi
I'nypothése d'un mécanisme permettant de maintenir I'uniformité de ces deux copies, tel
que la duplication en tandem ou une conversion de génes. Les travaux de V. Helfer
(2001) et d'A. Conelli (2002) ont aussi démontré la présence de deux régions de controle
pratiqguement identiques chez plusieurs espéces de vipéres (aucune différence chez V.
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Figure 1 Organisation des 13 génes et des 24 différents RNA, ainsi qu'un pseudogene au
sein de I'ADN mitochondrial de Dinodon semicarinatus selon Kumazawa et al.
(1996). Les abréviations pour les différents geénes sont les suivantes: ND 1 a 6
correspond aux 6 sous-unités de la deshydrogénase NADH, CO1 a 3 aux sous-
unités 1 a 3 de la cytochrome oxydase, ATP6 a I'ATPase sous-unité 6, ATP8 a
I'ATPase sous-unité 8, cytb au cytochrome b.

Ls14841

p—-
L14724Vb L15162Vb L16571VA L16148VA  L16571VA
tRNA tRNA [tRNA] tRNA| [tRNAJtRNA| tRNAJtRNAItRNA]
ND6 Glu oyt.b I Fhrl CRI |Phe| 125 | Val 165 ND1 lle | Pro CRI Leu GInAl Met
]
H15548Vb HCYTV_L] H16551VA H690 H16551VA
~f—
H15914Vb

Figure 2 Organisation de ' ADN mitochondrial chez le genre Vipera avec la position relative des deux régions
de contrdles (CR I et CRII), ainsi que la localisation des différents primers utilisés dans cette thése
(positions selon Kumazawa et al., 1996; Helfer 2001; Conelli, 2002).

berus et V. ammodytes, 4-5 différences chez V. aspis et V. ursinii) ainsi qu'une
organisation des genes identique entre le genre Vipera et Crotalus viridis par Kumazawa
et al. (1996) (voire Figure 2).

La génétique des populations

Les espéces sont souvent structurées en populations plus ou moins isolées entre elles. En
effet, peu de populations sont panmictiques (notion théorique définissant une population
ou les accouplements se produisent au hasard), les barriéres de tous types
(géographiques, anthropiques, ...) étant nombreuses. Il est donc important pour la
protection d'une espece de comprendre la structuration des populations (Frankham et al.
2002). Gréace a l'utilisation de marqueurs moléculaires, tels que les allozymes, puis les
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), et actuellement les AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), les microsatellites ou les SNP (Single Nucleotide
Polymorphism), des informations capitales sur la structuration des populations peuvent

15



étre obtenues. Les microsatellites, qui sont les marqueurs les plus utilisés en génétique
des populations, permettent d'évaluer la structuration entre les populations animales, de
quantifier les migrations entre ces populations, de comprendre I'organisation fine au sein
des populations, mais aussi d'estimer les relations génétiques entre individus et de
réaliser des analyses de paternité (Schlotterer & Pemberton 1998). Ces margueurs
nucléaires co-dominants sont localisés partout dans le génome et leur réle est encore
débattu (Li et al. 2004). Ils sont constitués de répétitions de 2 a 6 paires de base un
nombre variable de fois (par exemple AC reproduit n fois). Leur taux de mutation élevé
en font des marqueurs de choix (Neff & Gross 2001).

Apport de la génétique pour la conservation

L'évaluation de la diversité génétique et de I'hétérozygosité permet d'obtenir rapidement
une mesure de I'état génétique des populations menacées, et de proposer une gestion
adéquate. Une population isolée et génétiquement peu différenciée posséde de plus
grands risques de disparition que des populations génétiquement plus variées. L'exemple
de la vipére péliade étudiée par Madsen et collaborateurs (Madsen et al. 1996; Madsen et
al. 1999; Madsen et al. 2004) montre qu'une population isolée, ne possédant aucune
variabilité génétique au niveau du MHC (Complexe Majeur d'Histocompatibilité) et qui
déclinait de maniere réguliere depuis une dizaine d'années a été rétablie par
I'introduction de males provenant d'une population génétiquement plus diversifiée. Cet
exemple démontre a quel point la richesse génétique peut étre un paramétre primordial
pour la survie d'une population. Il est donc important de connaitre la diversité génétique
des populations afin de s'assurer que leur éventuelle diminution n'est pas la résultante
d'une faible diversité, auquel cas il serait possible de restaurer la population par
I'introduction de nouveaux animaux génétiquement variés et différents (voir Madsen et
al. 1999; Madsen et al. 2004). Une réintroduction accroit directement la variabilité
génétique et augmente I'hétérozygotie. Il en résulte un plus grand potentiel évolutif,
permettant une meilleure adaptation aux variations environnementales, et une
augmentation de la fitness des individus composant la population.

Les outils génétiques permettent aussi d'évaluer les liens entre des populations et
d'estimer si un nombre de migrants entre les populations est suffisant pour éviter une
dérive génétique. L'évaluation directe des migrants par capture-marquage-recapture est
un travail considérable qu'il est souvent impossible de réaliser dans les populations
naturelles. Par |'utilisation d'outils moléculaires, un indice de dispersion et de contact
entre les populations peut étre évalué. Par ces moyens, il est donc possible d'établir si les
populations sont encore interconnectées et échangent régulierement des animaux, ou si
le passage est peu fréquent ou nul. En conséquence, la remise en contact de populations
isolées par la création de corridors permet d'éviter un isolement des animaux et la
consanguinité qui en découle.

Le comportement reproducteur peut aussi étre étudié a partir des outils moléculaires. En
complément des observations de terrain, comme les observations directes
d'accouplement, il est possible d'évaluer le nombre de males accédant réellement a la
reproduction. Au niveau de la consanguinité, il est évident qu'une population présentant
un nombre limité de péres va réduire la diversité génétique transmise a la génération
suivante. Le comportement reproducteur a donc un impact direct sur la taille efficace de
la population (Ne).
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1.2 Le genre Vipera et les especes étudiées: systématique et
biologie

Le genre Vipera fait partie de la famille des Vipéridés, laquelle est subdivisée en deux
sous-familles: les vipéres "vraies" (Viperinae) présentes en Eurasie et en Afrique, et les
Crotalinae regroupant des serpents américains et asiatiques, possédant tous une paire de
fossettes nasales thermosensibles. Le genre Vipera sensu lato comprend plusieurs
groupes ou sous-genres (Vipera, Acridophaga, Rhinaspis, Montivipera et Daboia), dont
les deux derniers sont considérés comme genres valides par certains auteurs (Ashe &
Marx 1988; Nilson et al. 1999; Lenk et al. 2001; Mallow et al. 2003). Le genre Vipera
sensu stricto (Vipera, Acridophaga et Rhinaspis) comporte principalement des espeéces
eurasiatiques, avec la présence de deux taxa en Afrique (V. latastei gaditana et
V. monticola). La découverte de plusieurs taxa durant les trois dernieres décennies
(V. barani, V. darevskii, V. lotievi, V. nikolskii, V. pontica, V. ammodytes georgwallneri,
V. latastei gaditana, V. seoanei cantabrica, V. ursinii graeca, V. u. moldavica; Sochurek
1974; Saint Girons 1977; Béhme & Joger 1983; Brafia & Bas 1983; Vedmederya et al.
1986; Nilson & Andren 1988; Billing et al. 1990; Nilson et al. 1993; Nilson et al. 1995),
ainsi que la redéfinition d'espéces qui semblaient bien connues (V. aspis; Zuffi 2002) ou
la considérable diversité au sein du groupe des Vipera ursinii (voir Nilson & Andrén 2001)
suggerent que ce genre ne posséde pas encore une systématique clairement établie.

Au niveau génétique, peu de travaux sur le genre Vipera sont disponibles: Lenk et al.
(2001) a réalisé une étude sur la sous-famille des Viperinae, montrant que le genre
Vipera s. s. était monophylétique; des travaux trés récents de Garrigues et al. (2005)
confirment ces résultats. Ils démontrent également, a l'aide du séquencage du
cytochrome b, la séparation de Vipera s. s. en 3 groupes génétiquement bien
différenciés: (i) V. ammodytes, (ii) V. aspis et V. latastei et (iii) les vipéres du groupe
Pelias. Les résultats obtenus par les méthodes de séquengage de I'ADN mitochondrial
sont en contradiction avec la plupart des travaux précédents basés sur les distances
immunologiques (Herrmann et al. 1987; Herrmann et al. 1992; Herrmann & Joger 1997).
Ces résultats, ainsi que d'autres travaux en cours (Joger et al. 2003) vont probablement
modifier la systématique du genre Vipera s. s. Néanmoins, aucune investigation
génétique au sein des espéces n'a été effectuée, alors que la variabilité morphologique
des Vipera est parfois considérable (par exemple Zuffi 1999).

Au niveau biogéographique, I'observation des fossiles montre que le groupe des
"V. aspis”" (dont découlent les actuelles V. aspis, V. ammodytes et V. latastei) est arrivé
en Europe au début du Miocéne (23.5-22 millions d'années, Myr; Ivanov et al. 2000). Au
cours du Miocéne moyen (16-11 Myr), peu de fossiles de ce groupe ont été retrouvés,
laissant présager que le groupe "V. aspis" a fortement régressé au profit des vipéres
orientales (actuelles Macrovipera), des Elapidae et des Colubridae "évolués" (Szyndlar &
Rage 1999; Ivanov et al. 2000). Les fossiles du groupe "V. aspis" sont a nouveau
fréquents au Miocéne supérieur (11-5.3 Myr) avant de décliner, cette fois au profit
d'animaux du groupe "berus" arrivés en Europe centrale durant le Pliocéne inférieur (5.3-
3.4 Myr) et en Europe occidentale au début du Quaternaire (Szyndlar & Rage 1999;
Ivanov et al. 2000). Avec des observations comportementales sur la répartition actuelle
des especes, (Saint Girons 1980a) suggére que les taxa V. aspis - V. latastei -
V. ammodytes auraient trouvé refuge dans les péninsules européennes (V. latastei en
Espagne, V. aspis en Italie et V. ammodytes dans les Balkans) durant le Quaternaire
alors que le sous-genre Pelias serait plutét revenu de Sibérie suite aux glaciations.

Dans cette étude, je me suis efforcé d'examiner la structuration génétique chez les
espéces européennes ayant les aires de répartition les plus importantes et ayant une
position systématique bien définie, soit V. ammodytes, V. aspis et V. berus. Selon les
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hypothéses de Saint Girons (1980a), ces espéces devraient avoir occupé aussi bien les
péninsules italiennes (V. aspis), balkanique (V. ammodytes) que des refuges a l'est de
I'Europe et en Sibérie (V. berus). Combinées, ces études devraient permettre de
comprendre plus finement I'organisation historique des espéces de vipéres en Europe et
leurs interactions.

La vipere ammodytes (Vipera ammodytes)

La vipére ammodytes (Vipera ammodytes) posséde une aire de répartition méridionale,
du centre de I'Europe a l'extréme ouest de I'Asie. Elle est présente a I'est de I'Italie, dans
les Balkans, en Gréce continentale et sur plusieurs de ses files, ainsi qu'en Turquie et
dans le Caucase. Plusieurs sous-espéces sont décrites, mais certaines ont une validité
discutable (voir Chap. 2).

De par sa grande répartition, cette espéce posséde une biologie et une morphologie
variables. Plusieurs types de dessins dorsaux et de colorations sont observables,
certaines conduisant a la description de sous-espéces. Le fort développement des écailles
apicales formant une "corne" sur le nez a également été utilisé pour la systématique de
cette espece.

Des zones de contact entre cette espéce et la vipére péliade sont observées entre autres
en Roumanie ol I'hybridation de ces deux espéces est présente mais rare (I. Ghira, pers.
comm.). D'autres observations d'hybridation ont été observées (Mertens 1956; Mertens
1964). Comme pour V. aspis (voir ci-dessous), la vipére ammodytes et la vipere péliade
sont principalement parapatriques, la premiére occupant les milieux les plus chauds alors
que la seconde survit dans les sites plus froids et plus humides.

Finalement, la grande richesse spécifique chez les amphibiens (Crnobrnja-Isailovic et al.
1997; Arntzen & Wallis 1999) et les reptiles (Gasc et al. 1997) dans les Balkans suggere
gu'un historique particulierement complexe aurait induit une forte spéciation. Néanmoins,
cette zone n'a pas encore été étudiée au niveau phylogéographique et les Balkans sont
souvent considérés comme un seul refuge, sans considérer une structuration interne de
ce refuge. Ainsi, le Chapitre 2 sera axé sur la recherche des différents groupes
biogéographiques de la vipére ammodytes, avec une discussion sur la diversité génétique
observée dans les Balkans et des suggestions au niveau de la taxonomie.

La vipére aspic (Vipera aspis)

La vipére aspic est présente dans le sud de I'Europe, entre I'Espagne et I'extréme nord-
ouest de la Slovénie. Elle est limitée dans sa répartition par la V. latastei en Espagne,
alors que sa limite nordique est liée aux conditions climatiques (Saint Girons 1975). En
effet, cette espéce requiert une température suffisante pour terminer son cycle de
reproduction avant d'entrer en hibernation. L'aspic est observée en sympatrie avec la
péliade au nord de son aire de répartition ou dans les Alpes, ces deux espéces étant en
compétition directe, la vipére aspic limitant I'aire de répartition de V. berus (Saint Girons
1975; Monney 1996).

La systématique de cette espeéce est sujette a discussion. Suite a une étude
morphologique (Zuffi & Bonnet 1999), Zuffi (2002) propose d'élever V. a aspis,
V. a. atra, V. a. zinnikeri et V. a. hugyi au niveau spécifique et de placer
V. a. francisciredi en synonymie de V. a. aspis. Néanmoins, ces propositions sont
controversées (voir Filippi 2003; Zuffi 2003). Or, récemment, Golay (2005) a démontré
que V. aspis n'était qu'un écotype alpin de V. a. aspis, alors que V. a. francisciredi était
un taxon valide. Ainsi, I'analyse génétique de cette espéce permettra de définir les unités
phylogéographiques, ainsi que les zones utilisées par cette espece durant les derniéres
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glaciations. Les travaux trés récents de Garrigues et al. (2005), basés sur I'analyse de
I'ADN mitochondrial, suggérent que cette espéce comprend deux groupes génétiques,
I'un francgais (V. a. aspis, V. a. atra et V. a. zinnikeri) et |'autre italien (V. a. francisciredi
et V. a. hugyi). De plus, ils observent que les vipéres du sud des Alpes frangaises (qui
ont un venin neurotoxique; De Haro et al. 2002) sont séparées de V. a. aspis et que
V. a. atra est différent des V. a. aspis (ce qui contredit les travaux morphologiques de
Golay 2005). Néanmoins, les résultats de leur étude sont contestables car leur
échantillonnage limité (10 animaux) n'intégre par l'entier de l'aire de répartition de
I'espéce. Ainsi, le Chapitre 3 investiguera la phylogéographie de la vipére aspic sur
I'entier de l'aire de répartition afin de confirmer ou d'infirmer les travaux de Garrigues.

La vipére péliade (Vipera berus)

Systématique et biogéographie

La vipére péliade est le serpent terrestre ayant la plus grande aire de répartition (Saint
Girons 1980a). Elle occupe toute la partie nordique de I'Eurasie, de la Grande-Bretagne a
la cOte Pacifique de la Russie (Ile Sakhaline) et des Balkans jusqu'au cercle polaire en
Scandinavie (Gasc et al. 1997). Malgré sa large distribution, les différences
morphologiques sont faibles et seulement 3 sous-espéces ont été décrites:
V. b. bosniensis (Boettger 1880) qui occupe toute la péninsule Balkanique,
V. b. sachalinensis (Zarevsky 1917) présente sur I'lle Sakhaline et le long de la cote
russe du Pacifique et I'espéce nominale qui occupe le reste de I'aire de répartition. Ces
taxa sont basés sur des différences morphologiques (écaillures céphaliques, nombre
d'écailles ventrales ainsi que sur les dessins dorsaux, voir Saint Girons 1978; Nilson et al.
1994). Néanmoins, des analyses d'une partie du cytochrome b (309 bp) démontrent que
seulement 2 lignées génétiques sont observées, V. b. sachalinensis étant peu différenciée
de V. b. berus (Joger et al. 1997).

Récemment, certaines espéces présentant d'importantes similitudes avec V. berus, ont
été décrites (V. nikolskii, V. barani et V. pontica). La distribution de V. nikolskii est
encore discutée, certaines personnes suggérant que les V. nikolskii mélaniques ne sont
gue des variétés de V. berus, alors que les "vraies" nikolskii possédent une coloration
proche de V. berus et sont localisées plus au sud (Milto & Zinenko 2003). La position
taxonomique de V. pontica est aussi sujette a caution, certains auteurs estimant que
cette espéce n'est qu'une variété de V. barani (Baran et al. 2001). Néanmoins, il semble
gue ces espéces soient au mieux des sous-espéces de V. b. berus puisque V. barani est
proche génétiquement de V. b. bosniensis et que V. b. nikolskii est quasiment identique a
V. b. berus (Joger et al. 1997). L'utilisation d'une partie limitée du cytochrome b rend ces
travaux contestables, mais les travaux récents de Joger et al. (2003) tendent a confirmer
ces résultats.

Afin de confirmer ou d'infirmer la présence de groupes génétiquement distincts chez la
péliade, la phylogéographie de l'espéce sera étudiée par l'analyse de deux génes
mitochondriaux et sur I'entier de I'aire de répartition (Chap. 4). Cette approche permettra
d'observer les zones de refuges utilisées par V. berus durant les glaciations et de
comparer la variabilité génétique a l'importante homogénéité morphologique. La péliade
vit actuellement dans des milieux extrémes, elle est donc un excellent candidat pour la
mise en évidence de refuges glaciaires localisés dans le nord de I'Europe, leur présence
étant discutée (voir par exemple Bilton et al. 1998; Stewart & Lister 2001).

En complément, des mesures morphologiques spécialement orientées sur les clades
observés dans le Chapitre 4 seront effectuées dans le Chapitre 5. En effet, plusieurs
études morphologiques n'ont pas pu mettre en évidence de grandes différences au sein
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de V. b. berus a l'exception de quelques légéres variations clinales du nombre d'écailles
céphaliques et de plaques ventrales (voir Saint Girons 1978). Pourtant, il apparait que,
localement (Autriche méridionale), certains animaux appartenant a V. b. berus ont une
écaillure comparable a V. b. bosniensis alors que le dessin dorsal est conforme a la sous-
espece nominale (Saint Girons 1978).

Populations jurassiennes et structuration génétique chez les serpents

Malgré son importante aire de répartition, la péliade est menacée de disparition dans
['ouest de I'Europe (Castanet & Guyetant 1989; Volkl & Thiesmeier 2002). Elle a été
incorporée sur la liste des espéces protégées de nombreux pays (France, Allemagne,
Sueéde, Suisse, Slovénie, ...). En Suisse, elle est considérée comme "espéce menacée" a
"espece trés menacée" (Grossenbacher & Hofer 1994), le degré de menace variant selon
les régions. Aux Grisons et dans les Alpes, elle est encore présente en grande densité
lorsque les milieux sont intacts. Dans les Préalpes, elle occupe uniquement des habitats
isolés mais en grande densité. Dans cette région, elle est en concurrence directe avec la
vipére aspic (Monney 1996), qui est actuellement en période d'expansion (Ferriére 1986;
J.-C. Monney, comm. pers.). Finalement, la péliade est trés menacée dans le Massif
jurassien suisse, puisqu'elle est présente uniquement dans 5 populations comprenant
entre 20 et 100 adultes environ (Ursenbacher & Monney, obs. pers.). De plus, quelques
animaux ont été observés aléatoirement proche de ces populations (distance inférieure a
6 Km). Dans le Massif jurassien frangais, le nombre de populations est évalué a 46 selon
Pinston et al. (2000), mais plusieurs ne possédent que quelques animaux observés
régulierement. Une seule zone semble encore renfermer une densité de populations
importante, le complexe humide du bassin du Drugeon (Haut Doubs, France; Pinston et
al. 2000) y recensent 19 populations, alors que I'échange d'individus semble possible
avec 5 populations supplémentaires. Ils estiment par contre que les autres populations
ne sont pas véritablement interconnectées.

La connaissance de la structuration des populations de péliades est donc nécessaire pour
leur protection dans le Massif jurassien. En effet, des déplacements saisonniers de plus
d'un kilometre (jusqu'a 1300 m en une année) ont été observés chez cette espece en
Scandinavie (Viitanen 1967) et jusqu'a 1900 m en Angleterre (Prestt 1971); des
déplacements a grandes distances restent rares et les animaux retournent généralement
au méme site d'hivernage. Des déplacements plus faibles sont observés en Suisse, avec
une distance maximale de 500 m environ (Neumeyer 1987; Moser 1988; Monney 1996).
Or, ces déplacements se produisent, pour les males, lors de la recherche des femelles
réceptives en avril-mai et pour les femelles gestantes, lors de la recherche du meilleur
site de gestation. Au sein de certaines populations, des déplacements entre les sites
d'accouplements, de nourrissage et d'hibernation ont été constatés (Moser 1988; Monney
1996). Toutefois, V. berus est considérée comme une espéce plutét philopatrique
(Madsen & Shine 1992b; Luiselli 1993b). Par contre, peu de données sur la dispersion
des jeunes sont disponibles. Seul Saint Girons (1981), par une approche expérimentale,
a cherché a évaluer ces déplacements. Il suggere que deux stratégies de dispersion sont
présentes chez les nouveau-nés: sa premiére hypothése impliquait des mouvements
circulatoires, alors que la seconde supposait que la durée et l'intensité de la phase de
dispersion varient beaucoup d'un individu a l'autre, les deux postulats n'étant pas
exclusifs. Mais ces observations ont été effectuées sur un nombre trés faible de juvéniles,
puisque seulement 4 des 80 vipéreaux de V. aspis et V. berus relachés ont été recapturés
['été suivant leur naissance. Ainsi, les phénomeénes de dispersion peuvent se produire
durant la phase juvénile, période ol peu d'animaux sont observés. Puisque la dispersion
juvénile ne peut pas étre évaluée directement, les données génétiques devraient
permettre d'évaluer si elle suffit aux populations pour rester interconnectées.
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Malheureusement, le nombre d'études de la structuration génétique chez les serpents est
faible. Par exemple, chez Vipera aspis, la séparation entre les populations du Massif
jurassien semble peu marquée (Jaggi et al. 2000); néanmoins, I'utilisation de RAPD ne
semble pas offrir une définition suffisante pour mesurer la structuration génétique a
petite échelle. Pour Sistrurus catenatus (Crotalinae, Viperidae), espéce de la méme
famille que la péliade et possédant une biologie assez similaire, la structuration est
marquée méme a de faibles distances (marqueurs microsatellites, Fst = 0.040, p < 0.001
pour 2 populations distantes de 1.5 Km), alors que la différenciation entre populations
éloignées de moins de 50 Km est importante (Fst varie entre 0.085 et 0.261; Gibbs et al.
1997). De plus, la structuration interne des populations est considérable (Fis compris
entre 0.118 et 0.353, toutes les valeurs étant significatives). Chez Crotalus horridus, les
animaux hibernant dans le méme site sont génétiquement liés, alors que la
différenciation génétique (Fst) entre les sites d'hibernation distants de quelques centaines
de metres est significative dans 50% des comparaisons (Villarreal et al. 1996). A
I'inverse, la structuration génétique chez les couleuvres semble tres faible. Pour Elaphe
obsoleta, les Fst observées entre des populations distantes de 0.5 a 6 Km varient entre
0.00 et 0.027, alors que les Fis ne sont pas différents de zéro (Gibbs & Weatherhead
2001); les résultats obtenus avec des marqueurs microsatellites confirment les
observations établies a partir de RAPD (Lougheed et al. 1999). Chez les couleuvres
aquatiques Nerodia sipedon sipedon, 3 populations distantes de 1 a 1.5 Km sont
significativement différentes, mais la différenciation est faible (Fst = 0.006; Prosser et al.
1999). Ainsi, il est probable que les Viperidae, espéces en général peu mobiles, montrent
des structurations importantes, alors que les Colubridae, qui sont en général plus mobiles
(car chassant de maniere active et parcourant ainsi de grandes surfaces) possedent une
structuration génétique plus faible.

Dans le Chapitre 6, la structuration entre dix populations du Massif jurassien sera étudiée
a l'aide de marqueurs moléculaires; en complément, 6 populations réparties dans les
Préalpes, le Massif central et la cote Atlantique seront également analysées afin de
comparer la diversité génétique entre les différentes régions. Le niveau d'isolement
géographique, la taille et la menace des populations étant trés variées, il sera possible
d'évaluer si ces éléments sont liés aux parametres génétiques. En complément, ces
résultats permettront d'élaborer des principes pour la protection de la péliade, voire
d'autres serpents européens. Finalement, la comparaison entre les résultats obtenus chez
la vipére aspic par Jaggi et al. (2000) et chez la vipére péliade permettra de mieux
comprendre la dynamique des deux espéces, la premiére étant en cours de colonisation
des habitats de la seconde.

Reproduction

La vipére péliade est certainement le serpent dont la reproduction est la plus étudiée. En
effet, de nombreuses études ont déja été effectuées, le plus souvent basées sur
I'observation du comportement des males et des femelles dans la nature et sur la
paternité en milieux confinés (voir Hoggren & Tegelstrom 2002, pour un compte-rendu).
Chez cette espéce, les males sortent d'hibernation entre 20 et 40 jours avant les femelles
afin de finir la maturation des spermatozoides (Viitanen 1967; Prestt 1971; Saint Girons
1975; Monney 1994). Ensuite, les méales muent avant de s'accoupler avec les femelles
(Saint Girons 1980b; Monney 1994). Puisque les femelles ne s'accouplent que tous les
2-3 ans (voire plus) (Saint Girons & Kramer 1963; Viitanen 1967; Prestt 1971; Capula &
Luiselli 1994b; Monney 1994), le sex-ratio des animaux sexuellement actifs est
fortement biaisé en faveur des males (Madsen & Shine 1993). Ce biais conduit les males
a se battre pour accéder aux femelles réceptives. Ordinairement, les males les plus
lourds gagnent ces combats (Madsen 1988; Madsen & Shine 1992a; Luiselli 1993b) et il
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en a été conclu que les plus gros avaient un succes reproducteur plus élevé. Néanmoins,
les accouplements des femelles avec de petits males peuvent survenir lorsque les males
dominants sont occupés a défendre I'accés aux femelles. Ainsi, les femelles s'accouplent
souvent plusieurs fois, soit avec le méme male, soit avec des males différents (Andren &
Nilson 1987; Madsen et al. 1992; Luiselli 1993a). En captivité et grace a différentes
approches moléculaires, la multipaternité a été confirmée (Stille et al. 1986; Hoggren &
Tegelstrom 1995; Hoggren & Tegelstrom 2002), mettant en doute I'hypothése de Nilson
& Andren (1982) suggérant la présence d'un bouchon copulatoire qui éviterait les
paternités multiples. Cependant, ce bouchon a peut-étre une fonction limitatrice (et non
exclusive) des échanges de sperme puisque le premier accouplement semble féconder un
maximum d'ovules (Héggren & Tegelstrom 2002). De plus, dans certaines populations,
les accouplements multiples diminuent le taux d'ceufs non fécondés et le nombre de
nouveau-nés mort-nés (Madsen et al. 1992). Néanmoins cette hypothése est sujette a
discussion (Capula & Luiselli 1994a).

Ce travail (Chap. 7) sera donc la premiére analyse de paternité dans des populations
sauvages afin de confirmer la présence de multipaternité en conditions naturelles.
L'assignement de la paternité permettra d'obtenir la fécondité des males et de corréler la
taille des males et leur fécondité, donc d'atteindre les parameétres de fécondité des males
sans modifier leur comportement par une maintenance dans un endroit confiné.
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Chapitre 2: Phylogéographie de la vipere ammodytes
(Vipera ammodytes, (L, 1758)): évidence
de multiples refuges glaciaires dans la
péninsule balkanique
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2.1 Résumé

La vipere ammodytes (Vipera ammodytes) occupe une grande partie du sud-est de
I'Europe et la proche Asie Mineure. Les relations phylogénétiques ont été étudiées a I'aide
de deux régions de I'ADN mitochondrial (cytochrome b et région de contréle). Un nombre
important de clades a été observé au sein de cette espéce, confirmant la séparation des
sous-espéces V. a. montandoni, V. a. meridionalis et V. a. transcaucasiana. Par contre,
V. a. ammodytes, V. a. gregorwallneri et V. a. ruffoi ne présentent aucune distinction
génétique, impliquant leur mise en synonymie. Plusieurs clades observés présentent
aucune différenciation morphologique, malgré une séparation estimée a environ
4 millions d'années. La présence de vipéres ammodytes dans certaines iles des Cyclades
nous a permis d'évaluer la premiére horloge moléculaire pour les Viperinae, confirmant
les valeurs observées chez des Crotalinae. Finalement, I'importante diversité génétique
au sein de la péninsule balkanique et les routes de recolonisation de cette espéces sont
discutées.

2.2 Abstract

The nose-horned viper (Vipera ammodytes) occurs in a large part of the southeastern
Europe and near Asia Minor. Phylogenetic relationships were constructed for a total of 60
vipers using sequences from two mitochondrial gene regions (cytochrome b and control
region). A considerable number of clades were observed within this species, confirming
the split of the subspecies V. a. montandoni, V. a. meridionalis and
V. a. transcaucasiana. In contrast, V. a. ammodytes, V. a. gregorwallneri and V. a. ruffoi
do not display any genetic difference, suggesting that these subspecies can be regarded
as synonyms. Moreover, some clades do not exhibit any morphological differences,
despite a split 4 Myr ago. The presence of V. ammodytes in the Cyclades Islands allows
us to estimate the first molecular clock for the Viperinae, confirming the evaluation for
Crotalinae. Finally, the large genetic diversity within the Balkan peninsula and the
recolonsation routes were discussed.
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2.3 Introduction

Depuis une vingtaine d'années, I'étude des relations phylogénétiques a considérablement
progressé grace au développement de l'utilisation des marqueurs moléculaires neutres.
Les différentes lignées peuvent ainsi étre détectées, permettant de déterminer les
groupes historiques et de proposer une taxonomie basée sur I'historique des populations
(par exemple Zamudio & Greene, 1997; Rodriguez-Robles & De Jesus-Escobar, 1999;
Burbrink et al., 2000; Rodriguez-Robles & De Jesus-Escobar, 2000; Burbrink, 2001). Or,
les serpents européens ne sont devenus le sujet de recherche en phylogéographie
moléculaire que récemment (Carlsson & Tegelstrom, 2002; Guicking et al., 2002; Nagy
et al., 2002; Chap. 3; Chap. 4).

Les espéces venimeuses du Paléarctique appartenant au genre Vipera sont connues en
Europe depuis le début du Miocéne (Szyndlar & Rage, 1999; Szyndlar & Rage, 2002). Les
premiéres vipéres qui ont envahi I'Europe au début du Miocéne appartenaient au
"complexe Vipera aspis", lequel inclus les espéces actuelles suivantes: V. aspis,
V. ammodytes et V. latastei (Obst, 1983); ces trois taxa occupent actuellement le sud du
continent européen. Durant le milieu du Miocéne, un nombre réduit de fossiles a été
retrouvé, suggérant que la répartition de ce groupe a fortement régressé (Szyndlar &
Rage, 1999). Par contre, les ancétres de ce complexe étaient a nouveau répartis dans
toute I'Europe a la fin du Miocéne et au Pliocéne (Szyndlar & Rage, 1999). A la fin du
Pliocéne, V. ammodytes était encore présente au nord des Carpates (Szyndlar, 1984).
Actuellement, la vipére ammodytes est répandue dans le sud-est de I'Europe (nord de
I'Italie et le sud de I'Autriche et a travers tous les pays des Balkans) et s'étend a I'est
jusqu'aux montagnes du Caucase. La taxonomie de cette espéce est basée uniquement
sur des caracteres morphologiques. La littérature récente (Eiselt and Baran, 1970; Biella,
1983; Biella and Blattler, 1989; Crnobrnja-Isailovic and Haxhiu, 1997) suggeére la
présence de 7 sous-espéces distinctes: V. a. ammodytes (Linnaeus, 1758), V. a. illyrica
(Laurenti, 1768), V. a. meridionalis (Boulenger, 1903), V. a. montandoni (Boulenger,
1904), V. a. transcaucasiana (Boulenger, 1913), V. a. ruffoi (Bruno, 1968) et
V. a. gregorwallneri (Sochurek, 1974). V. a. transcaucasiana est parfois considérée
comme une espéce valide (Obst, 1983; Baran & Atatlir, 1998; Nilson et al., 1999). Golay
et al. (1993) reconnaissent seulement trois sous-espéces: V. a. ammodytes (incluant
V. a. gregorwallneri et V. a. ruffoi), V. a. meridionalis (incluant V. a. montandoni) et
V. a. transcaucasiana. Au contraire, Herprint International (Ulber, 1994-1997) reconnait
cing sous-especes: V. a. ammodytes, V. a. meridionalis, V. a. montandoni, V. a.
transcaucasiana et V. a. gregorwallneri.

La grande diversité morphologique et taxonomique de cette espece dans les Balkans
permet de définir plusieurs axes de recherches: (1) examiner les relations
phylogénétiques chez Vipera ammdoytes a I'aide de marqueurs moléculaires, (2) explorer
les routes de recolonisation, (3) dater les événements de séparation entre les clades, (4)
comparer la structuration issue des événements historiques avec la taxonomie actuelle et
(5) observer l'influence des glaciations du Pléistocéne sur le pattern de différenciation
génétique au sein de cette espece.
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2.4 Matériel et Méthodes

Echantillonnage et extraction de I'ADN

Soixante individus de Vipera ammodytes ont été utilisés pour les analyses
phylogéographiques, représentant toutes les sous-espéces reconnues. La localité et la
source des échantillons sont présentées en Annexe 1 alors que la localisation est indiquée
sur la Figure 1. Un spécimen de V. berus a été utilisé comme outgroup. L'ADN génomique
total a été extrait a partir d'échantillons conservés en alcool a I'aide de kit QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen)

Figure 1 Localisation des 60 Vipera ammodytes analysées dans cette étude. Les symboles correspondent aux
clades génétiques (voir Figure 2).
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Analyses génétiques

Un fragment du cytochrome b (cyt. b) a été amplifié par la réaction en chaine de la
polymérase (PCR) a l'aide des primers LS14841 (5'-GGATCAAACATTTCAACTTGATG-3")
et V15136H (5'-TCTGTGAATGGGGGTTCTACTG-3") (voir Figure 2, Chap. 1 pour la
position des primers). La PCR a été effectuée dans un volume de total de 25 pl contenant
2 pl du produit d'extraction, 1x de tampon PCR (Qiagen), 2mg/ml de solution Q (Qiagen),
2mM de MgCl,, 0.2mM de dNTPs, 0.5uM de chaque primers et 0.5 unité de Taqg
polymérase (Qiagen). L'amplification a été réalisée avec 35 a 45 cycles de dénaturation
a 94°C durant 30 sec., d'appariement a 50°C pendant 45 sec et d'élongation a 72°C
pendant 60 sec.

Pour I'amplification d'une partie importante de la région de contrdle (CR), nous avons
utilisé deux paires de primers: L16148VA - H16551VA et L16571VA - H690 (Kumazawa
et al., 1996; Chap. 4). La PCR a été réalisée dans un volume total de 25 ul contentant 2
Ml de produit d'extraction, 1x de tampon PCR (Qiagen), 2mg/ml de solution Q (Qiagen),
2mM de MgCl,, 0.2mM de dNTPs, 0.5uM de chaque primer et 0.5 unité de Tagqg
polymérase (Qiagen). Les conditions d'amplification ont été composées de 35-45 cycles
de dénaturation a 94°C pendant 30 sec., d'alignement a 56°C pour la premiére partie de
la CR et a 59°C pour la seconde pendant 30 sec. et d'élongation a 72°C pendant 45 sec.

Les produits de PCR ont été purifiés avec des kits QIAquick PCR Purification (Qiagen). Le
séguencage a été réalisé avec les primers H16551VA, L16571VA, H690, LS14841 et
HCYTV_L (5'-AGGCTCCAGCAACCCATTAGG-3") dans 10 pl contenant 2-5 ul d'ADN
amplifié, 1 pl de primer a 10 uM et 4 pl du kit de réaction ABI PRISMTM Dye Terminator
3.1 cycle sequence Ready Reaction Kit (Perkin Elmer). De l'eau a été ajoutée a
concurrence d'un volume total de 10 pl. Les réactions de séquences ont été visualisées
par un séquenceur automatique ABI 3100 (Applied Biosystems). Les séquences ont été
déposées dans GeneBank (DQ186103-DQ186198 et DQ186476-DQ186520).

Analyses phylogénétiques

Les séquences de I'ADN mitochondrial ont été alignées a I'eeil. La possibilité de saturation
au premier, second et troisieme codon du cyt. b, ainsi que pour les transitions et les
transversions du troisieme codon a été testée en comparant les distances par paire non
corrigées (p) et les distances par paire corrigées selon Tamura-Nei (Tamura & Nei, 1993)
calculées par PAaurP* 4.0b10 (Swofford, 2002). La saturation du jeu de données combinant
le cyt. b et la CR a été testée de maniére identique. Afin de comparer le taux d'évolution
du cyt. b et de la CR, nous avons comparé les distances par paire non corrigée du cyt. b
et de la CR.

Nous avons effectué un test d'homogénéité (1000 réplicats) pour vérifier si les deux
régions pouvaient étre combinées dans un seul jeu de donnée (Farris et al., 1995). Une
évaluation du caractére non aléatoire des données a été effectuée en estimant la valeur
du g; (skewness) de la distribution des longueurs de 2x10° arbres aléatoires générés par
PaupP* pour la CR et le cyt. b individuellement et pour tous les codons du cyt. b (Hillis &
Huelsenbeck, 1992). Le modéle d'évolution le plus approprié a été sélectionné a I'aide du
programme MODELTEST (Posada & Crandall, 1998). Le modéele choisi a été utilisé pour les
analyses de maximum de vraisemblance (ML) dans PHYML (Guindon & Gascuel, 2003).
Des analyses bayesiennes ont été réalisées avec MRBAYES v3.0b4 (Huelsenbeck &
Ronquist, 2001) avec le modéle GTR+G+I en simulant 2x10° générations avec des arbres
échantillonnés tous les 100 cycles et 4 chaines indépendantes. Les premiers 2x10° arbres
ont été supprimés ("burnin"). Seules les probabilités postérieures supérieures a 50%
issues des 18'000 arbres retenus ont été conservées. Quatre réplicats indépendants ont
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été réalisés et inspectés pour contrbler la consistance des analyses et éviter les
optimums locaux (Huelsenbeck & Imennov, 2002).

Les analyses de parcimonie maximale (MP) ont été effectuées en considérant les
insertions comme un nouvel état (5°™ base) avec les réglages suivants: recherche
heuristique avec ajout de pas aléatoires et méthode TBR d'échange de branches. La
solidité de I'analysée a été testée avec 10'000 bootstraps. Les analyses de distances par
Neighbour-Joining (NJ) ont été effectuées avec le modéle suggéré par MODELTEST. La
solidité de I'analyse NJ a été testée avec 10'000 bootstraps.

Temps de séparation et horloge moléculaire

Afin de déterminer le temps de séparation entre les clades, la distance génétique
moyenne a été calculée avec PAuP* en utilisant la correction Tamura-Nei (Tamura & Nei,
1993). L'hypothése d'une horloge moléculaire a été vérifiée avec le test statistique du
ratio 2, afin de déterminer si le taux d'évolution est différent entre les clades (Muse &
Weir, 1992).

Bien que les estimations d'horloge moléculaire doivent étre traitées avec prudence, la
présence de vipéres ammodytes sur plusieurs iles des Cyclades a permis la premiére
estimation du taux de mutation chez les vipéres européennes puisque ces fles sont
séparées du continent depuis des périodes déterminées.

Toutes les iles grecques (Créte comprise) étaient interconnectées au milieu du Miocéne.
Durant le Tortonien (9 - 7 Millions d'années, Myr), I'eau a séparé la Créte, les Cyclades
et le Péloponnése du continent (Dermitzakis, 1990). La vipére ammodytes n'a jamais
colonisé la Créte (I'espéce n'y est pas présente et aucun fossile n'y a été découvert;
Holman, 1998), on peut donc estimer que la dispersion initiale des vipéres ammodytes
s'est produite aprés la séparation de la Créte du continent et qu'elles n'ont donc pas
colonisé les Cyclades durant cette période. La crise de la salinité durant le Messinien
(environ 5.4 Myr) a remis en connexion toutes les fles des Cyclades avec le continent, au
contraire de la Créte (Schroder, 1986), permettant aux ammodytes de coloniser tout le
bassin de la mer Egée, mais pas la Crete. Par la suite, au cours du Pliocéne inférieur
(5.3-3.4 Myr) et jusqu'au Pléistocene inférieur (1.6-1 Myr), les iles ont été isolées par
I'augmentation du niveau de la mer Méditerranée (Schréder, 1986). En considérant que
les ammodytes soient arrivées durant le Messinien, cette séparation a conduit les
populations d'ammodytes a s'isoler et a évoluer séparément. Plus récemment, la Mer
Egée a subi de grandes fluctuations de niveau résultant des derniéres glaciations
(Schroder, 1986); ces variations récentes (dés 1.6 Myr environ) ont permis a certaines
fles d'étre a nouveau interconnectées au continent, bien qu'il soit difficile de déterminer
exactement lesquelles (Greuter, 1971). La profondeur actuelle de la mer permet
d'obtenir des indications sur ces reconnections (voir Sfenthourakis, 1996), le niveau de
I'eau ayant baissé entre 100 et 200 m au cours des glaciations. Des iles telles que Kéa
ont été reconnectées au continent, mais il n'est pas certain que les autres fles l'aient été
(voir Sfenthourakis, 1996). Il est donc possible que certaines fles des Cyclades aient été
colonisées (ou recolonisées) a cette période. En conclusion, on peut suggérer que la
séparation des populations d'ammodytes entre les Cyclades et le continent a eu lieu soit
au cours du Pliocéne inférieur (5.3-3.4 Myr) soit au début du Pléistocéne (environ 1.6
Myr). A partir de ces deux datations, le taux de divergence sera estimé grace a la
distance entre les ammodytes des Cyclades et de la Gréce continentale (distance
moyenne corrigée selon Tamura-Nei) et sera comparé aux valeurs observées chez les
autres Viperidae afin de trancher entre les deux hypothéses.
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2.5 Résultats

L'analyse des 927 bp du cyt. b a révélé 48 haplotypes a partir des 60 V. ammodytes. Il y
a 181 (19.5%) sites variables (23.7% en incluant I'outgroup), dont 158 (17.0%, 17.3%
en incluant I'outgroup) sont phylogénétiquement informatifs selon les criteres de
I'analyse MP. Pour la CR, 982 bp ont été analysés, révélant 45 haplotypes a partir des 60
échantillons. La combinaison des deux jeux de données présente 56 haplotypes différents
avec 304 (15.9%) sites variables (21.6% en incluant I'outgroup), dont 257 (13.5%,
13.6% en incluant I'outgroup) sont phylogénétiquement informatifs. La distance non-
corrigée (p) entre les V. ammodytes varie entre 0 et 6.0%, alors que la distance
moyenne entre les ammodytes et la péliade atteint 11.2%. Nous avons testé le taux de
saturation pour la CR et le cyt. b (le géne entier et chaque codon séparément). Au sein
des ammodytes, des signes de saturation ont été observés seulement pour les transitions
du 3°™ codon du cyt. b alors que la saturation devient évidente entre V. ammodytes et
V. berus dans les deux geénes. De plus, les statistiques g; ont été mesurées pour la CR
(g1 = -0.390: p < 0.01) et pour le cyt. b (g; = -0.455: p < 0.01), ainsi que pour tous les
codons du cyt. b (g; = -0.370: p < 0.01 pour la premiere position; g; = -0.601: p < 0.01
pour la seconde position et g; = -0.478: p < 0.01 pour la troisieme position); tous les
genes et chaque codon montrent un signal phylogénétique significatif. Ainsi, la saturation
n'a pas été considérée comme un facteur important et tous les codons ont donc été
utilisés dans les analyses ultérieures et aucune pondération a été appliquée. De plus, un
taux de mutation plus important pour le cyt. b a été observé (a partir des distances non
corrigées au sein de la vipére ammodytes: y = 0.609x, r> = 0.770 p < 0.001).

Analyses phylogénétiques

Le test d'homogénéité indique un signal phylogénétique différent entre les deux parties
étudiées de I'ADN mitochondrial (p = 0.048). La dissemblance est liée a des positions
relatives différentes pour les clades Monténégrin et Nord-Est (voir ci-dessous), alors que
tous les échantillons appartiennent au méme clade avec le cyt. b et la CR. En
conséquence, nous avons décidé de présenter que les analyses réalisées avec le jeu de
données combinées.

Pour les analyses ML, le meilleur modéle de substitution choisi par MODELTEST a été le
modéle TIM+I+G (frégquence A = 0.2846; fréquence C = 0.2904; fréquence G = 0.1084;
fréquence T = 0.3166; proportion de sites invariables = 0.5825; valeur de
gamma = 0.6226). La Figure 2 montre la topologie obtenue par l'analyse ML avec le
support des analyses bayesiennes. L'analyse MP heuristique produit 103 arbres les plus
parcimonieux ayant chacun 716 pas (CI = 0.554, RI = 0.906). Les valeurs de bootstraps
des analyses de MP et NJ sont montrées sur la Figure 2. Tous les arbres issus des
différentes analyses montrent clairement la présence de 7 clades distincts chez
V. ammodytes: clade Monténégrin (échantillons du Monténégro), clade Nord-Est (centre
et est de la Serbie, ouest de la Bulgarie), clade Nord-Ouest (Italie, Autriche, Slovénie,
Croatie, Bosnie et ouest de la Serbie), clade Sud-Ouest (Albanie, nord-ouest de la
Gréce), clade Cyclades (iles des Cyclades), Clade Péloponnése (région du Péloponnése)
et clade Sud-Est (Gréce, majeure partie de la Macédoine, extréme sud de la Serbie,
centre et est de la Bulgarie et la Turquie). Le clade Monténégrin semble étre la lignée
basale, a partir desquelles les autres clades de vipéres ammodytes sont issus pour la CR,
alors que le clade basal du cyt. b est le clade Nord-Est. La moyenne de distance entre les
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clades est élevée (distance non corrigée (p) = 4.6% pour cyt. b+CR et 5.7% pour le cyt.
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parcimonie. Pour les nceuds principaux, le support issu de 10'000 bootstraps est indiqué pour les
analyses de distances (NJ), pour les analyses de parcimonie maximale (MP), ainsi que pour les
probabilités postérieures issues des méthodes bayesiennes. Le code d'identification des animaux et les
symboles correspondent a la Figure 1.



De plus, 4 sous-clades peuvent étre observés a l'intérieur du clade Sud-Est: le sous-clade
Turc (ouest de la Turquie), le sous-clade Asie Mineure (centre et est de la Turquie,
Géorgie), le sous-clade Sud (Grece continentale, Macédoine et I'extréme sud de la
Serbie) et le sous-clade Est (centre et est de la Bulgarie, Turquie européenne). La
moyenne des distances entre les sous-clades est importante (distance non corrigée
(p) = 2.7% pour cyt. b+CR et 3.8% pour le cyt. b seul).

Le test de ratio issu des analyses de vraisemblance (Huelsenbeck & Crandall, 1997) ne
rejette pas I'hypothése d'un taux de mutation homogéne entre les clades les plus
méridionaux (clades Cyclades, Péloponnése et du Sud-Est) (2A = 32.78, df = 30,
p > 0.05). En conséquence, la distance génétique entre les populations du sud est
concordante avec les événements géologiques qui seraient responsables de la séparation
de ces régions. Le taux de mutation peut donc étre estimé a partir de la séparation entre
les Cyclades et la Grece. La distance génétique moyenne entre les animaux des Cyclades
et du Péloponnése (les animaux les plus proches génétiquement) est de 5.77% pour le
cyt. b et de 3.12% pour la CR. Le taux de divergence peut donc étre estimé a 1.09-
1.70% (moyenne: 1.39%) par Myr pour le cyt. b et a 0.59-0.92% (0.75%) par Myr pour
la CR selon notre premiére hypothése et a 3.61% par Myr pour le cyt. b et 1.95% par
Myr pour la CR suivant le second postulat.

2.6 Discussion

Horloge moléculaire et reconstruction phylogéographique

Cette étude présente deux estimations du taux de divergence issu de deux différentes
hypothéses de recolonisation; les valeurs de ce taux sont respectivement de 1.09-1.70%
(moyenne 1.39%) et 3.61% pour le cyt. b. A titre de comparaison, le taux de divergence
pour les mammiféeres (qui possédent un taux de mutation en général plus important que
les reptiles; Martin & Palumbi, 1993) est proche de 2% pour le cyt. b (Brown et al.,
1979; Klicka & Zink, 1997) et a été estimé a 1.4% pour les Crotalinae (Wuster et al.,
2002). Il est donc trés improbable que la seconde hypothése (une colonisation récente
des Cyclades il y a environ 1.6 Myr) se soit produite. En effet, il serait étonnant que le
taux de mutation soit 2.5 fois plus important chez les ammodytes que chez les autres
Viperidae ou 1.8 fois plus important que chez les mammiféres. On peut donc conclure
gue la colonisation des Cyclades s'est produite durant la crise de la salinité du Messinien
et que les animaux insulaires ont ensuite été séparés des populations continentales
durant le Plioceéne inférieur; le taux de divergence chez Vipera ammodytes peut ainsi étre
évalué a 1.4% par Myr pour le cyt. b et & 0.75% par Myr pour la CR. Cette valeur est
donc identique aux estimations basées sur le cyt. b et le ND4 de plusieurs espéces de
Crotalinae (Wdster et al., 2002), indiquant un taux de mutation comparable au sein des
Viperidae.

Reconstruction phylogéographique

En accord avec les données fossiles, les ancétres de la vipére ammodytes sont apparus
en Europe centrale au début du Miocéne et ont subsisté dans cette région jusqu'a la fin
du Pliocéne. Nos résultats suggérent que la séparation basale des différents clades
d'ammodytes a eu lieu au cours du Pliocéne inférieur (4.1 Myr selon la divergence entre
les clades). Il est difficile de déterminer quel est le groupe historique qui a colonisé
I'Europe, puisque les groupes basaux obtenus pour le CR et le cyt. b sont différents (pour
le CR: clade Monténégrin; pour le cyt. b: clade Nord-Est) et qu'aucun support entre les 4
clades basiques est observé (voir Figure 2). Néanmoins, il semble que les ammodytes
aient recolonisé le sud-est de I'Europe et I'Asie a partir du centre des Balkans,
probablement des clades Nord-Est ou Monténégrin (Serbie, Monténégro, Albanie). Les
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fossiles indiquent que les ancétres de V. ammodytes étaient présents surtout au nord des
Balkans au cours du Mioceéne (Szyndlar & Rage, 1999). A cette méme période, la
péninsule balkanique a subit de grands changements de relief, de climat et de
végétation, perdant ainsi d'anciens corridors et en retrouvant d'autres (Ancelkovic, 1988;
Oosterbroek & Arntzen, 1992; Rage & Rocek, 2003). Les populations d'ammodytes ont
probablement migré vers le sud au cours du Miocéne, mais elles ont été arrétées dans la
région Monténégro/Serbie par des barrieres orographiques ou hydrographiques. Au cours
du Pliocéne inférieur, les vipéres du groupe V. berus ont commencé a coloniser I'Europe
centrale, conduisant au déclin du groupe V. aspis (Szyndlar & Rage, 1999). Il est donc
probable que les ammodytes aient été isolées dans la région Monténégro/Serbie au
Pliocéne inférieur, poussées dans le sud par le groupe des V. berus et limitées dans leur
progression au sud par des barriéres orographiques ou/et hydrographique ou par la
présence du groupe des vipéres orientales.

A partir de leur refuge situé dans la région Monténégro/Serbie, les V. ammodytes ont
recolonisé I'Europe suivant trois routes: 1) par I'est / nord-est; 2) par le nord-ouest et 3)
par le sud-est. La premiére route de colonisation est probablement due a la formation de
la dépression de Skadar et la riviere Dim, qui est apparue aprés la formation des Alpes
Dinariques (Cvijic, 1991; Rage & Rocek, 2003). La seconde route est vraisemblablement
intervenue légérement plus tard et la colonisation a d( se produire le long de la céte
Adriatique. A la méme période, les animaux ont recolonisés le sud, tous d'abord en
colonisant la région de I'Albanie et les cotes ouest de la Grece (clade Sud-Ouest), puis
plus au sud et a l'est, formant le clade Sud-Est.

Le clade Sud-Est a été séparé durant le milieu du Pliocéne (2.7 Myr basé sur la
divergence entre les clades) en quatre sous-clades, colonisant |'Asie Mineure par la suite.
En conséquence, les glaciations du Quaternaire n'ont pas eu d'influence sur le nombre de
clades observés, mais elles ont eu un impact sur la diversité génétique au sein des
différents clades. La plupart des clades et des sous-clades ont une distance génétique
interne trés faible (0.11-0.37% pour le cyt. b), a I'exception du clade Nord-Ouest
(distance génétique moyenne du cyt. b: 0.71%; 0-1.62%), du Clade Péloponnése
(moyenne: 1.08%; 0.76-1.29%) et le clade des Cyclades (moyenne: 1.20%; 0.22-
1.73%). Cette grande homogénéité implique que plusieurs clades ont subi des réductions
d'effectifs (bottleneck) au cours des derniéres glaciations (80'000-260'000 années; basé
sur I'horloge moléculaire définie dans cette étude et le taux de divergence moyen a
I'intérieur des clades les moins variables). A part le clade Sud-Est qui est séparé en sous-
clades bien déterminés, le clade Nord-Ouest est celui qui posséde la plus grande diversité
génétique; il montre une légére structure, probablement due a la présence de nombreux
petits refuges glaciaires le long des cOtes adriatiques durant le Quaternaire comme
démontré pour les lézards (Podnar et al., 2004; Podnar et al., 2005). Néanmoins, une
analyse plus fine devrait étre exécutée (aussi bien pour la vipére ammodytes que pour
d'autres especes animales et végétales) pour la détermination des différentes zones-
refuges dans cette région.

Implications taxonomiques

L'espeéce Vipera ammodytes regroupe plusieurs sous-espéces dont la validité est
douteuse (Tomovic & Dzukic, 2003, et références citées dans cet article). Nos résultats
démontrent clairement que les populations d'Italie, d'Autriche, de Slovénie, de Croatie,
de Bosnie et de l'ouest de la Serbie sont génétiquement proches. La description de
différences morphologiques au sein de ce groupe a conduit a la description de V. a. ruffoi
en Italie, V. a. illyrica dans l'ouest des Balkans et V. a. gregorwalneri en Autriche
(Laurenti, 1768; Bruno, 1968; Sochurek, 1974). Au contraire, les résultats génétiques
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suggérent que ces trois sous-espéces devraient étre considérées comme des synonymes
de V. a. ammodytes.

La séparation génétique au sein du clade Sud-Est est apparue durant le milieu du
Pliocéne. Bien que Tomovic & Dzukic (2003) ne considéraient pas V. a. montandoni
comme une sous-espece valide car aucune différenciation morphologique avait pu étre
mise en évidence entre les échantillons macédoniens et bulgares, une étude plus récente
et plus compléte (Tomovic, sous presse) démontra le contraire. Les données génétiques
confirment aussi la présence d'un groupe distinct incluant tous les échantillons de la plus
grande partie de la Bulgarie, de la Macédoine, de I'extréme sud de la Serbie ainsi que du
nord et du centre de la Gréce (correspondant a V. a. montandoni). Ainsi, nous suggérons
de conserver V. a. montandoni comme sous-espéce valide (au contraire de Christov et
al., 1997; Christov & Beshkov, 1999; Tomovic & Dzukic, 2003).

Il est intéressant de remarquer que la présence de clades génétiquement bien séparés
présents en Serbie, au Monténégro et en Albanie n'a jamais été suggéré a partir des
observations morphologiques. Tomovic & Dzukic (2003), lesquels ont effectué une
importante étude morphologique basée sur plus de 250 animaux dans cette région, n'ont
pas détecté la moindre particularité au sein de ces populations, bien que la séparation
génétique soit intervenue durant le Pliocéne inférieur.

Bien que V. a. transcaucasiana ait parfois été considérée comme une espéce valide
(Obst, 1983; Nilson et al., 1999, mais voir Baran & Atatur, 1998), les résultats
génétiques démontrent que ce taxon doit étre considéré comme une sous-espéce,
confirmant les derniéres études morphologiques (Tomovic, sous presse).

Pour conclure, la vipére ammodytes, comme de nombreuses autres espéces de reptiles
européens (Surget-Groba et al., 2001; Guickling et al., 2002; Poulakakis et al., 2003),
montrent une considérable diversité génétique dans les Balkans. Si les différences
morphologiques confirment les différenciations génétiques, la taxonomie devrait étre
révisée. Néanmoins, V. a. ruffoi, V. a. illyrica et V. a. gregorwalneri doivent étre
considérées comme synonyme de V. a. ammodytes, les variations morphologiques
devant résulter d'adaptations locales. La pertinence des sous-espéces V. a. meridionalis
et V. a. montandoni est confirmée par les résultats de cette étude. D'autre part, nos
résultats génétiques désapprouvent I|'élévation de V. a. transcaucasiana au rang
d'espéce. Etant donnée la considérable structure génétique chez V. ammodytes, des
révisions taxonomiques plus détaillées devraient étre conduites en combinant I'analyse
de génes mitochondriaux, nucléaires et par I'examen des différences morphologiques.
Notre étude démontre aussi que la séparation des différents clades a eu lieu avant les
fluctuations glaciaires du Quaternaire. Les changements climatiques du Pléistocéne ont
influé uniguement la structuration interne de certains clades. Finalement, la considérable
diversité génétique observée chez la vipere ammodytes démontre une grande diversité
génétique dans la région balkanique, zone ol les études phylogéographiques sont
particulierement rares. Afin de comprendre les phénomeénes de recolonisation et de
mieux appréhender la complexité des refuges dans cette région, la réalisation d'autres
études phylogéographiques dans les Balkans est nécessaire.
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3.1 Résumé

Nous avons utilisé la région de contréle de I'ADN mitochondrial pour examiner la
phylogéographie et déterminer les refuges utilisés par la vipére aspic (Vipera aspis) dans
le sud de I'Europe. Les analyses phylogéographiques révelent deux clades majeurs,
localisés de chaque cOté des Alpes, comme déja démontrés par de nombreuses autres
études. De plus, le clade ouest est clairement subdivisé en deux groupes, I'un présent en
Espagne et dans la région pyrénéenne, l'autre localisé en France et en Suisse. Cette
étude est la premiére description formelle d'un refuge dans le sud de la France utilisée
par un vertébré terrestre durant la fin du Quaternaire.

3.2 Abstract

We used mitochondrial DNA control region sequences to examine the phylogeography of
the asp viper (Vipera aspis) and determine the refugia they used in southern Europe.
Phylogeographic analyses reveal two major clades, one on each side of the Alps.
Moreover, the western clade is clearly subdivided in two groups, the first in Spain,
including the Pyrenean region, and one in France and Switzerland. This study is the first
definite description of refugia in southern France during the last periods of the
Quaternary for a terrestrial vertebrate.
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3.3 Introduction

Les fluctuations climatiques du Pléistocéne ont eu une influence considérable sur la
distribution et I'étendue de la diversité génétique intraspécifique des especes vivant dans
les zones tempérées européennes. La répétition des périodes glaciaires et interglaciaires
a conduit les espéces a se déplacer dans des refuges méridionaux et, lorsque les
conditions climatiques redevenaient plus clémentes, a s'étendre a partir de ces refuges
(Hewitt, 1996). Par conséquent, aprés la recolonisation du continent, les espéces ont
maintenu leurs différences, formant des groupes génétiques divergents conduisant
parfois a un événement de spéciation (Hewitt, 2001). Trois refuges principaux ont été
proposés pour la majorité des espéces tempérées vivant en Europe, soit les péninsules
ibérique, italienne et balkanique (voir Taberlet et al., 1998; Hewitt, 2000); cependant
des refuges glaciaires complémentaires au centre et dans le nord de I'Europe ont
récemment été suggérés (Bilton et al., 1998; Nesbg et al., 1999; Kotlik & Berrebi, 2001;
Stewart & Lister, 2001; Pfenninger & Posada, 2002; Seddon et al., 2002; Chap. 4).

La majorité des études mesurant les conséquences génétiques des anciennes fluctuations
démographiques ont été réalisées sur des espéces endothermes ayant une grande
capacité de dispersion (par exemple Avise 2000). Au contraire, peu d'études ont été
exécutées sur des organismes poikilothermes pouvant survivre sur des surfaces limitées
et ayant un faible potentiel de dispersion tels que les serpents, probablement a cause de
leur comportement discret et la difficulté a obtenir un échantillonnage représentatif. La
vipére aspic (Vipera aspis) est une espéce des zones tempérées qui vit dans le sud-ouest
du continent européen. Cing différentes sous-espéces sont actuellement reconnues:
V. a. aspis en France et en Suisse, V. a. atra dans la partie ouest des Alpes,
V. a. zinnikeri en Espagne, dans les Pyrénées et dans le sud-ouest de la France,
V. a. francisciredi dans le nord et le centre de I'Italie, ainsi que dans I'extréme sud de la
Suisse, et V. a. hugyi dans le sud de I'Italie (mais voir les travaux récents de Zuffi,
2002).

Cette étude se propose d'investiguer la phylogéographie de la vipere aspic dans I'entier
de son aire de répartition par le séquencage de la région de contréle de I'ADN
mitochondrial. Les buts principaux sont de: (i) localiser les refuges glaciaires localisés
autour de la Méditerranée, (ii) évaluer la distribution et la diversité génétique au sein de
ces refuges, (iii) estimer le potentiel des espéces poikilothermes actuellement localisées
dans le sud de I'Europe a révéler la structure interne au sein des refuges méditerranéens
(tels que les péninsules italienne, ibérique et balkanique).

3.4 Matériel et Méthodes

Au total, 53 vipéres aspics ont été échantillonnées (Figure 1 et Annexe 2). Suivant les
sources du matériel biologique utilisé, I'ADN a été extrait a partir du sang, de mues ou de
tissus. La vipére péliade (Vipera berus), la vipére de Lataste (V. /atastei) et la vipére
ammodytes (Vipera ammodytes) ont été utilisées comme outgroups. L'ADN génomique
total a été extrait a I'aide de colonnes QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Une portion de 677
paires de bases (bp) de la région de contréle (CR) de I'ADN mitochondrial a été
séquencée a l'aide des primers L 16571VA (Chap. 4) et H690 (Kumazawa et al., 1996)
(voir Figure 2, Chap. 1 pour la position des primers). La chaine de réaction de
polymérase (PCR) a été conduite dans un volume de 25ul contenant 2ul du produit
d'extraction, 1x de buffer PCR (Qiagen), 2mM de MgCI2, 0.2mM de dNTPs, 0.5uM de
chaque primers et 0.5 unités de Tag polymérase (Qiagen). Les conditions d'amplification
ont consisté en 35-45 cycles de 30 sec a 94°C de dénaturation, 30 sec a 56°C
d'appariement et 45 sec a 72°C d'extension. Les produits PCR ont été purifiés a l'aide de
kit QIAquick PCR Purification (Qiagen). Le séquencage a été effectué dans un volume de
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7.5 pl contenant 3-4 pl d'ADN amplifié, 0.5-1.5 pl de primers a 1-3 yM et 3ul de ABI
PRISM™ Dye Terminator cycle sequence Ready Reaction Kit (Perkin Elmer). De l'eau a
été ajoutée jusqu'a concurrence d'un volume total de 7.5ul. Les séquences ont été
visualisées sur un séquenceur automatique ABI 377 (Applied Biosystems). Les séquences
ont été déposées sur GeneBank (Accession numbers DQ168595-DQ168615).

Les séquences d'ADN mitochondrial ont été alignées a l'aide de la méthode Clustal
(Higgins et al., 1992). Nous avons utilisé deux approches pour examiner les relations
phylogénétiques entre les haplotypes de V. aspis: les analyses de parcimonie maximale
(MP) et du maximum de vraisemblance (ML), telles qu'implémentées dans PAuP* 4.0b10
(Swofford, 2002), ainsi que la méthode de parcimonie statistique (Tcs; Templeton et al.,
1992; Crandall, 1994). Alors que les analyses de MP et de ML ont des difficultés a
résoudre les relations entre les haplotypes trés proches, la méthode de parcimonie
statistique permet d'analyser ceux-ci plus finement. Les analyses de MP ont été conduites
en utilisant la méthode TBR d'échanges de branches, alors que les insertions ont été
considérées comme un nouvel état (5°™ base). La solidité des reconstructions
phylogénétiques a été évaluée grace a 1000 réplicats de bootstraps. Pour I'analyse ML,
un total de 56 modéles de substitution ont été évalué avec MODELTEST v3.06 (Posada &
Crandall, 1998) et Paur*. Le meilleur modéle choisi par la méthode du test hiérarchique
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Figure 1 Localisation des échantillons de Vipera aspis analysés dans cette étude. Les distributions
géographiques des différentes sous-espéces sont symbolisées par des couleurs différentes (basé sur
Zuffi, 2002). Clade 1A: cercles blancs; clade 1B: cercles noirs; clade 2A: carrés blancs; 2B carrés
Noirs.
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de ratio de vraisemblance a été le modele HKY+G (fréquence A = 0.2808; fréq.
C = 0.2466; fréq. G = 0.1271; fréqg. T = 0.3455; ratio
transitions/transvertions = 1.5210; parameétre gamma = 0.3003). Les résultats de la
parcimonie statistique montrent les relations généalogiques entre les haplotypes ont été
présentées graphiquement par un réseau calculé par le programme Tcs 1.3 (Clement et
al., 2000). Les distances (distances non-corrigées) entre les sous-espéces ou les clades
ont été calculées par MEGA 2.1 (Kumar et al., 2001). La différenciation génétique a été
évaluée par une analyse de variance moléculaire et par le calcul des indices ®sr a
différents niveaux (AMOVA telle qu'implémentée dans ARLEQUIN 2.0, Schneider et al.,
2000): entre les groupes (correspondant aux clades définis par les analyses MP et ML) et
a l'intérieur des groupes.

3.5 Résultats et Discussion

Parmi les 53 échantillons analysés, 20 haplotypes ont été obtenus a partir de 677 bp. de
la CR. La présence de 41 (6.1%) sites variables (15.5% en intégrant les outgroups),
parmi lesquels 34 (56, 8.3% incluant les outgroups) sont phylogénétiquement informatifs
suivant les critéres de I'analyse de MP. Une insertion au sein des V. aspis a été détectée,
alors que 18 insertions sont observées entre les vipéres aspics et les outgroups. La
distance génétique (distance non-corrigée) entre les sous-espéces varie entre 0.66 et
4.4%, a l'exception de V. a. aspis et V. a. atra qui possédent des haplotypes communs.

Les analyses de MP et de ML ont toutes les deux produit des cladogrammes similaires
(données non présentées), distinguant deux clades particulierement bien supportés chez
V. aspis: (i) un clade Ouest (valeur de bootstraps de I'analyse MP: 91%) comprenant les
échantillons d'Espagne, de France, de la majeur partie de la Suisse, ainsi que de
I'extréme nord-ouest de I'Italie (V. a. aspis, V. a. atra et V. a. zinnikeri); (ii) un clade Est
(valeur de bootstraps de I'analyse MP: 95%) regroupant les individus de la péninsule
italienne a l'exception de I'extréme nord-ouest (V. a. hugyi et V. a. francisciredi). Au sein
du clade Ouest, 2 groupes peuvent étre définis: (1A) un sous-clade du sud (Espagne,
sud-ouest de la France, appartenant tous a V. a. zinnikeri) et (1B) un sous-clade du nord
(la majeure partie de la Suisse et de la France ainsi que I'extréme nord-ouest de I'Italie,
appartenant tous a V. a. aspis et V. a. atra). Le clade Est peut aussi étre divisé en (2A)
un groupe du sud (V. a. hugyi) et (2B) un groupe central et nordique (V. a. francisciredi).
Nos résultats confirment la systématique actuelle de cette espéce a l'exception de
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Figure 2 Réseau obtenu par parcimonie statistique avec le programme TcS (Clement et al., 2000),
basé sur 677 bp de la région de contrdle de ' ADN mitochondrial et issu de 20 haplotypes
distincts de Vipera aspis. Les cercles noirs représentent le nombre de mutations entre les
haplotypes. L'analyse de parcimonie statistique estime a 11 le nombre maximal de
mutations au sein d'un réseau pour éviter les risques d’homoplasie (confiance > 95%)

45



V. a. atra. Par contre, nos observations contredisent partiellement les travaux de
Garrigues et al. (2005) concernant la position de V. a. zinnikeri et ceux de Zuffi (2002)
qui suggérait d'élever V. a. atra au rang d'espéece et de mettre en synonymie V. a. aspis
et V. a. francisciredi.

L'analyse de parcimonie statistique confirme les résultats obtenus par les analyses
cladistiqgues, mais montre une meilleure résolution entre les haplotypes au sein des
clades. Lorsque le nombre de mutation est inférieur ou égal a 11, les relations entre les
haplotypes ont plus de 95% de probabilité d'éviter I'homoplasie (21 des 22 liens
montrent un niveau de confiance significatif indiquant qu'aucun événement d'homoplasie
ne soit survenu). La parcimonie statistique produit 2 réseaux (Minimum Spanning
Network) liant les haplotypes mitochondriaux (Figure 2), lesquels distinguent trois
lignées géographiques exclusives, correspondant au sous-clade 1A, au sous-clade 1B et
au regroupement des sous-clades 2A et 2B.

L'AMOVA montre que la majeure partie de la variance totale (93.6%) est expliquée par
les différences entre les clades, alors que la variance a l'intérieur des clades est limitée a
6.4% de la variance totale.

Pour les espéeces tempérées, 3 principaux refuges glaciaires européens ont été proposés
pour de nombreuses especes (Taberlet et al., 1998; Hewitt, 2000): I'Espagne, I'Italie et
les Balkans. D'autres refuges nordiques ont aussi été suggérés pour les especes
supportant des conditions climatiques plus froides (voir Bilton et al., 1998; Nesbg et al.,
1999; Seddon et al., 2002). La vipére aspic montre 2 clades principaux de chaque coté
du Massif Alpin. Cette importante séparation a déja été observée chez de nombreuses
especes animales, telles que les musaraignes, du groupe Sorex araneus (Taberlet et al.,
1994), des tritons du genre Triturus (Wallis & Arntzen, 1989), la truite Salmo trutta
(Bernatchez et al., 1992), I'abeille Apis mellifera (Garnery et al., 1992), ou la sauterelle
Chorthippus parallelus (Cooper et al., 1995).

La séparation de deux sous-clades en Italie issue des analyses MP et ML est plus
discutable. En effet, le nombre d'échantillons provenant du sud de I'Italie est limité et le
nombre de substitutions (4) entre les sous-clades 2A et 2B est faible. De plus, le manque
d'échantillons dans cette région peut étre la raison de la non-détection d'haplotypes
intermédiaires. Néanmoins, la présence de deux (ou plus) refuges en Italie a déja été
proposé pour d'autres taxa (Demesure et al., 1996; Podnar et al., 2005).

Au sein de l'autre clade, 2 refuges différents ont été utilisés par les vipéres aspics. Au
contraire du clade italien, I'importante différence entre les deux sous-clades (moyenne:
1.82%) ne peut pas étre expliqué par un manque d'échantillons, puisque la région de
contact entre les deux sous-clades a été explorée de maniére intensive. Alors que
I'Espagne est déja considérée comme une zone refuge importante pour de nombreuses
especes (voir Taberlet et al., 1998), nous suggérons que le sud de la France a aussi été
un refuge pour la vipére aspic durant la derniere glaciation. Ce refuge francais a aussi été
suggéré pour d'autres espéces de serpents (Chap. 4), pour le lézard vivipare (Guillaume
et al., 2000), le barbeau (Kotlik & Berrebi, 2001), des escargots (Pfenninger & Posada,
2002) ou pour certaines plantes (Vogel et al., 1999; Palme & Vendramin, 2002). L'une
des caractéristiques communes a toutes ces espéces est une faible dispersion et la
possibilité de survivre dans un environnement froid et humide. En conséquence, les
patterns de recolonisation proposés par Taberlet et al (1998) ou Hewitt (2000) semblent
étre limités aux espéces a dispersion élevée, mais ne semblent pas montrer tous les
refuges utilisés durant les derniéres glaciations.

Les données présentées dans cette étude démontrent I'utilité de l'analyse des espéces
possédant des exigences écologiques particuliéres telles que les reptiles pour établir la

46



structuration fine des régions utilisées comme refuges durant les derniéres glaciations et
le degré a partir duquel différentes populations ont survécu dans ces zones et ont
recolonisé les zones périphériques durant les périodes interglaciaires. De maniere
générale, nos résultats démontrent la présence potentielle de multiples petits refuges, en
complément des principaux refuges glaciaires localisés dans les péninsules
méditerranéennes utilisées par les espéces tempérées européennes.
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Chapitre 4: Phylogéographie de la vipere péliade
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Ce Chapitre a été soumis a Molecular Ecology

4.1 Résume

La phylogéographie de la vipére péliade (Vipera berus) a été examinée par l'analyse de
I'ADN mitochondrial de 1043 bp du cytochrome b et 918 bp de la région de contrdle. Nos
résultats suggerent que la région de contréle (qui est dupliquée chez les viperes) et le
cytochrome b évoluent a une vitesse comparable chez cette espéce. Les analyses
phylogénétiques montrent que les péliades sont divisées en trois lignées mitochondriales,
issues de zones de refuges déja décrites pour d'autres espéces. Cependant, le clade le
plus nordique montre une structuration importante, probablement due a des refuges
secondaires en France et dans les Carpates. De plus, les péliades du nord-ouest de
I'Europe appartiennent a des populations relictuelles, qui se sont réfugiées dans des
zones différentes et localisées au nord des Alpes. En conséquence, il semble que les
péliades, comme probablement d'autres especes, ont utilisé des refuges au sud de
I'Europe ainsi que des refuges plus "cryptiques" dans les zones nordiques.

4.2 Abstract

The phylogeography of the adder (Vipera berus) was examined by analysing
mitochondrial DNA (mtDNA) sequence variation in 1043 bp of the cytochrome b and in
918 bp of the control region. Our results suggest that both the duplicated control region
and cytochrome b evolve at a similar rate in this species. Phylogenetic analyses of our
data show that adders are divided into three major mitochondrial lineages, resulting from
refugia already described for other species. However, the most northern clade shows an
important structure, probably due to secondary refugia located in the French and
Carpathian regions. Moreover, adders from the northwest of Europe belong to an
additional refugial population, distinct from other and located north of the Alps. Thus, it
seems that adders, as probably other species, have used southern and more northern
"cryptic" refugia.
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4.3 Introduction

La recolonisation des zones eurasiatiques désertées durant les rigoureuses périodes
glaciaires a été sujette a de nombreuses études, particulierement durant les dix
derniéres années grace aux progrés des techniques génétiques (Hewitt, 2000). La
distribution actuelle des espéces tempérées est le résultat de nombreux mouvements
induits par les changements climatiques passés. De maniére générale, il est considéré
que la faune et la flore européennes ont survécus aux derniéres glaciations dans l'une
des trois péninsules du sud du contient européen (péninsules ibérique, italienne et
balkanique) ou plus a l'est, dans la région du Caucase. A partir de ces zones refuges, les
espéces ont recolonisé les zones nordiques durant les périodes climatiguement plus
clémentes (périodes interglaciales, voir Hewitt 1996). Ce pattern de recolonisation a été
corroboré chez plusieurs organismes par I'étude génétique (Taberlet et al. 1998; Hewitt
1999), l'isolement des individus dans ces différents refuges conduisant ces animaux a se
diversifier génétiquement. Néanmoins, des études récentes basées sur des données
fossiles et phylogéographiques ont suggéré la présence d'autres refuges, plus nordiques,
contredisant ainsi les études préalables. (par exemple Bilton et al. 1998; Stewart & Lister
2001; Brunhoff et al. 2003; Haase et al. 2003; Palmé et al. 2003).

Par sa forme haplotypique et puisqu'il est hérité uniguement de maniére maternelle,
L'ADN mitochondrial est devenu le marqueur moléculaire privilégié pour les études
phylogénétiques et phylogéographiques chez les animaux. La variation de I'ADN
mitochondrial a procuré de considérables informations permettant de résoudre la
phylogéographie de nombreuses especes (Avise 2000). La région de contréle (CR),
portion de I'ADN mitochondrial non-codant, a été I'une des partie les plus étudiées
puisqu'elle posséde suffisamment de variations pour les études intraspécifiques (Brown
et al. 1986; Moritz et al. 1987). Une autre portion souvent étudiée est le cytochrome b
(cyt. b), et dans une moindre mesure les sous-unités de la NADH déshydrogénase (ND1
a ND6). Dans certains cas, ces génes ont montré un niveau de variation aussi élevé voire
plus important que la CR, bien que ces parties soient des régions codantes et qu'elles
devraient étre plus exposées a une pression de sélection (Questiau et al. 1998; Randi et
al. 2001). Néanmoins, plusieurs auteurs ont critiqué I'utilisation de la CR dans les études
intraspécifiques chez certaines espéces de serpents puisque la variabilité de la CR n'était
pas suffisante (Ashton & de Queiroz 2001; Douglas et al. 2002). Kumazawa et al. (1996)
ont montré que la CR de I'ADN mitochondrial des serpents était dupliquées pour les
familles avancées de serpents (comme les Colubridae, les Elapidae et les Viperidae) et
gue les deux séquences sont soumises a une forte évolution concertée avec, au plus,
seulement quelques paires de bases différentes entre les deux CR.

La vipére péliade (Vipera berus) est le serpent terrestre possédant l'aire de répartition la
plus importante au monde, recouvrant approximativement le tiers du contient
eurasiatique (Saint Girons 1980). Elle peut étre observée de I'Ecosse jusqu'a la coOte
Pacifique russe, et de I'Albanie et la Gréce au sud jusqu'au cercle arctique au nord (69°N)
en Scandinavie (voire Figure 1). Trois sous-espéces sont actuellement reconnues:
V. berus bosniensis (Boettger 1880) qui est présente dans la péninsule Balkanique et
V. b. sachalinensis (Zarevsky 1917) qui est limité a I'lle de Sakhaline et I'extréme est de
la Russie. La forme nominale V. b. berus est repartie dans toutes les autres parties de
I'aire de répartition. La péliade supporte des températures basses, elle est donc présente
en montagne dans des altitudes assez élevées (1000-2600 m) dans le sud de son aire de
répartition (Gasc et al. 1997). Cette espece présente une faible variation morphologique,
comme suggérer par l'importante répartition de la forme nominale (Saint Girons 1978).
Plusieurs recherches ont étudié les variations génétiques des péliades au niveau local
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(Stille et al. 1986; Madsen et al. 2000; Carlsson & Tegelstrém 2002); néanmoins, aucun
travail a étudié la variation génétique de la péliade sur I'entier de son aire de répartition.

Le but de cette étude est de caractériser la structure des populations et I'historique de
colonisation des péliades dans |'entier de l'aire de répartition a l'aide de marqueurs
mitochondriaux. Cette étude, basée sur un reptile adapté aux conditions nordiques,
permettra d'apporter de nouvelles perspectives aux contradictions entre les hypothéses
basées uniquement sur les refuges nordiques et les postulats arguant des refuges
additionnels en Europe centrale.

L'accroissement rapide des populations a la suite des contractions post-glaciaires a été
testé pour les populations du sud et du nord. Les modeles d'expansion/contraction
(Nichols & Hewitt 1994; Hewitt 1996) suggéerent que les contractions et les expansions
réguliéres des aires de répartitions conduisent les populations nordiques a disparaitre
durant les périodes froides alors qu'elles migrent en direction du nord pendant les
périodes inter-glaciaires. On s'attend donc a ce que les populations nordiques de péliades
montrent une diversité génétique inférieure aux populations du sud a cause des
événements fondateurs, exposant ainsi une signature génétique de population en
expansion rapide, telle que prédits par ces modeéles. Finalement, les données génétiques
présentées dans cette étude pourront partiellement combler le manque de
phylogéographie cher les serpents du Paléarctique.

4.4 Matériel et Méthodes

Echantillonnage

Afin d'évaluer la diversité génétique chez la péliade, des échantillons ont été collecté sur
I'entier de l'aire de répartition, avec un biais pour les zones de refuges présumées dans le
sud de I'Europe. Des échantillons issus de 80 spécimens répartis dans 60 localités
(Figure 1) et 1 spécimen de Vipera seoanei utilisé comme outgroup ont été obtenus sur
le terrain ou a partir de collections (voire Annexe 3). Suivant I'origine du matériel, I'ADN
a été extrait a partir de sang, de mues ou de tissus. Les échantillons de tissus ont été
prélevés sur des animaux congelés ou préservés en alcool dans différentes collections,
les mues ont été collectées dans la nature, alors que le sang a été extrait a partir de la
veine caudale sur des animaux vivants capturés dans la nature (Bush & Smeller 1978) et
maintenu dans un tampon (Queen’s lysis buffer, voir Seutin et al. 1991) ou dans de
I'éthanol. L'ADN génomique total a été extrait soit par I'utilisation de kits QIAamp DNA
Mini Kit ou DNEasy Tissue Kit (Qiagen), soit par l'utilisation de la procédure au sel
(Paxton et al. 1996).

Analyses génétiques

Une partie de la CR (918 bp) de I'ADN mitochondrial a été séquencé pour tous les
échantillons. Une partie importante (1043 bp) du cyt. b a aussi été séquencée pour une
sélection des 50 individus de ces animaux, représentatif de la diversité haplotypique de
la CR. Aprés alignement de trois séquences de I'ADN mitochondrial publiés (Kumazawa et
al. 1996; Kumazawa et al. 1998), des primers spécifiques ont été créés; une premiére
partie de la CR a été amplifiée a I'aide des primers L16148VA
(5'-TCTCTAGCCCCCAAAGCTAG-3") et H16551VA (5'-AGCCAGAGGCCTTGGAAAGAG-3")
(voir Figure 2, Chap. 1 pour la position des primers). Les valeurs correspondent a la
position sur la molécule de I'ADN mitochondrial de Dinodon semicarinatus séquencé par
Kumazawa et al. (1998). La seconde partie amplifiée a l'aide des primers L16571VA
(5'-CTCTTTCCAAGGCCTCTGGCT-3') et H690 (Kumazawa et al. 1996) est située sur la
CR dupliquée présente chez les serpents avancés (Kumazawa et al. 1996; Kumazawa et
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al. 1998). Ces deux copies de la CR sont pratiquement identiques chez les serpents
avancés déja étudiés (Kumazawa et al. 1996), et totalement identique chez la seule
péliade testée (totalisant 1101 bp pour les deux copies de la CR; V. Helfer, données non
publiées). Le «cyt. b a été amplifié avec Iles primers L14724Vb
(5'"-GATCTGAAAAACCACCGTTG=-3"), H15548VDb
(5'-AAATAGAAAGTATCATTCTGGTTTAAT-3"), L15162VDb
(5'-CTCCCATGAGGACAAATATC-3") et H15914Vb (5'-CCAGCTTTGGTTTACAAGAAC-3")
(voir Figure 2, Chap. 1 pour la position des primers), créés a partir de plusieurs
séquences de reptiles publiées (Kumazawa & Nishida 1995; Kumazawa et al. 1996;
Janke & Arnason 1997; Kumazawa et al. 1998) ainsi qu'une partie du cyt. b de V. ursinii
déposée dans GeneBank (accession No AF182552). La chaine de réaction de polymérase
(PCR) a été réalisée dans un volume de 25 ul contant 2 pl du produit d'extraction, 1x de
tampon PCR (Qiagen), 2mg/ml de Q solution (Quiagen), 2mM de MgCl;, 0.2mM de
dNTPs, 0.5uM de chaque primer et 0.5 unité de Tag polymérase (Qiagen). Les conditions
d'amplification ont consisté en 35-45 cycles de 30 sec a 94°C de dénaturation, 30 sec a
56°C d'appariement pour la premiére partie de la CR et 59°C pour la seconde partie, et
45 sec a 72°C d'extension. Les conditions PCR pour le cyt. b étaient: 35-45 cycles a 94°C
durant 45 sec, 50°C pendant 60 sec et 72°C durant 90 sec. Les produits PCR ont été
purifiés a l'aide du kit QIAquick PCR Purification (Qiagen). Le séquengage a été effectué
avec les primers H16551VA, L16571VA, H690, L14724Vb et H15914Vb dans un volume
total de 7.5 pl contenant 3-4 pl d'ADN amplifié, 0.5-1.5ul de primer a 1-3 yM et 3ul de
ABI PRISMTM Dye Terminator cycle sequence Ready Reaction Kit (Applied Biosystems).
De l'eau a été ajoutée jusqu'a concurrence de 7.5ul de volume total. Les séquences ont
été visualisées sur un séquenceur automatique ABI 377 (Applied Biosystems). Les
séquences seront déposées sur GeneBank (Accession numbers DQ185938-DQ186080).

Analyses des séquences

Les séquences de I'ADN mitochondrial ont été alignées a l'aide de la méthode Clustal
(Higgins et al. 1992). La saturation a été testée pour la premiéere, la seconde et la
troisiéme position des codons du cyt. b, ainsi que pour les transitions et les transversions
de la troisieme position des codons du cyt. b en comparant les distances par paires non-
corrigées avec les distances par paires corrigées selon Tamura-Nei (Tamura & Nei 1993),
calculées avec Paur* 4.0b10 (Swofford 2002). La saturation dans les données combinant
la CR et le cyt. b a aussi été testée en comparant les distances non-corrigées et les
divergences corrigées selon Tamura-Nei. Afin d'évaluer le taux relatif d'évolution entre la
CR et le cyt. b, les distances non-corrigées par paire ont été comparées.

Analyses phylogénétiques

Seule les 51 animaux qui ont été séquencés aussi bien pour la CR (918 bp) et le cyt. b
(1043 bp) ont été utilisés pour les analyses phylogénétiques. Les séquences ont été
analysées avec Paur*. Nous avons effectué un test d'homogénéité (1000 replicats) afin
d'évaluer si les deux régions analysées peuvent étre combinées dans un jeu de données
unique (Farris et al. 1995). Une évaluation du caractére non aléatoire des données a été
effectuée en estimant la valeur du g; (skewness) de la distribution des longueurs des
arbres sur un échantillon aléatoire de 10000 arbres aléatoires générés par PAUP* pour le
jeu de données regroupant la CR et le cyt. b, ainsi que pour les données de la CR seule,
et du cyt. b seul (ainsi que pour tous les codons indépendamment) (Hillis and
Huelsenbeck, 1992). Les analyses de maximum de parcimonie (MP) ont été réalisées
(recherches heuristiques avec des additions pas-a-pas aléatoires et la méthode TBR
d'échange de branches) avec les insertions considérées comme un nouvel état (5™
base), la solidité de I'arbre consensus a été testé avec 10'000 bootstraps. Le jeu de
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données combiné a aussi été analysé avec I'analyse de maximum de vraisemblance (ML)
et la méthode de distance Neighbor-joining (NJ). Pour les analyses ML, le meilleur
modeéle de substitution choisi par MoODELTEST v3.06 (Posada & Crandall 1998) a été
TIM+I+G (freq. A = 0.2902; freq. C = 0.2840; freq. G = 0.1159; freq. T = 0.3099;
proportion de sites invariants = 0.7146; gamma = 0.9549). Les analyses NJ ont aussi
été effectuées en utilisant le modéle TIM+I+G, comme suggéré par MODELTEST. La
stabilité des arbres a été testée par 10'000 bootstraps pour les analyses NJ et 100
bootstraps pour les analyses ML. Toutes les analyses indiquées ci-dessus ont aussi été
réalisées pour la CR et le cyt. b séparément, avec les modeéles optimisés pour chaque jeu
de données.
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La diversité nucléotidique (n) entre les groupes phylogénétiques a été calculées a l'aide
d'Arlequin V 2.0 (Schneider et al. 2000). Les résultats obtenus ont été comparés par une
ANOVA.

Afin de détecter un signe de croissance rapide d'une population a partir d'un groupe
fondateur restreint, nous avons étudié la distribution des différences par paires entre
tous les animaux. Ces distributions ont aussi été utilisées pour dater I'expansion des
clades génétiques (r) (Rogers 1995; Rogers & Jorde 1995). Les distributions ont été
tracées et testées par un test de goodness-of-fit en utilisant des bootstraps

) Ru4
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5% Ru3 Ru6
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Figure 1 Localisation des 80 péliades étudiées dans cette étude provenant de 60 sites. Le nom
des localités correspond au numéro d'identification des individus et les symboles se
réferent aux affinités phylogénique présente en Figure 2.
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paramétriques (1,000 réplicats) avec ARLEQUIN. De plus, le test de Tajima (Tajima, 1989)
a été utilisé pour tester si une expansion rapide s'était produite (voir Aris-Brosou &
Excoffier, 1996). Ce test, basé sur la distance entre haplotypes a été utilisé a la place du
test de Fu (Fu, 1997), lequel est basé sur la fréquence des haplotypes. Le test de Fu est
plus régulierement utilisé, mais il ne peut pas étre employé sur notre jeu de données
puisque nous avons que des haplotypes différents.

Un taux de mutation de 1.4% par millions d'années (Myr), tel que proposé par Wister et
al. (2002) pour le cyt. b et le ND4 (lesquels sont caractérisés par un taux de substitution
similaire) et un temps de génération de 5 ans a été utilisé pour I'évaluation du temps
d'expansion.

4.5 Résultats

Analyses des données

Un total de 45 haplotypes de la CR ont été obtenus a partir des 80 échantillons de Vipera
berus. 75 (8.1%) sites variables (10.9% en incluant I'outgroup) ont été observés, dont
45 (4.9%, 5.3% en incluant I'outgroup) sont phylogénétiquement informatifs sous les
critéres de MP. Quatre insertions ont été observées entre les échantillons de péliades,
alors que trois insertions supplémentaires ont été remarquées avec |'outgroup. Pour le
jeu de données combinant la CR et le cyt. b, comprenant 1961 bp a partir de 50
échantillons de Vipera berus, 147 sites (7.5%) sont variables (11% incluant I'outgroup),
dont 91 sites (4.6%) sont informatifs selon les critéres de la MP (4.8% en incluant
I'outgroup). La distance génétique non corrigée (p) s'étend de 0 a 2.6% entre les
péliades, alors que la distance entre V. berus et V. seoanei varie entre 4.8 et 5.7%.

Nous avons testé la saturation chez la CR et le cyt. b (tout le géne et chaque codon
séparément). A l'intérieur de V. berus, de légers signes de saturations sont observables
pour les transitions du 3éme codon, alors que cette saturation est évidente entre
V. berus et l'outgroup pour les deux génes (graphiques non montrés). De plus, les
statistiques g; ont été mesurées pour la CR (g; = -0.497: p < 0.01) et pour le cyt. b
(g1 = -0.769: p < 0.01), ainsi que pour chaque codon du cyt. b (g; = -0.909: p < 0.01
pour la lére position; g; = -0.927: p < 0.01 pour la 2éme position et g; = -0.737:
p < 0.01 pour la 3éme position). Ces données indiquent que tous les codons possédent
un signal phylogénétique fort. Pour cette raison, la saturation n'a pas été considérée
comme un facteur significatif et toutes les positions nucléotidiques ont été utilisées de
maniére égales dans les analyses suivantes. De plus, la différence génétique inter- et
intraspécifiques entre la CR et le cyt. b indiquent un taux d'évolution similaire entre ces
deux génes (pour les distances non corrigées entre V. berus, y = 1.076x , r’> = 0.507,
p < 0.01).

Analyses phylogénétiques

Le test d'homogénéité montre aucun conflit entre les reconstructions réalisées a partir de
la CR et du cyt. b (p = 0.143). En conséquence, nous avons décidé de présenter
uniguement les analyses réalisées avec le jeu de données combiné.
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Les analyses MP, NJ et ML montrent trois clades phylogéographiques bien séparés, avec
une séparation du clade le plus répandu en quatre sous-clades phylogéographiquement
et géographiquement distinguable, méme si le support des bootstraps est faible
(Figure 2). Le premier clade (le clade italien) inclut tous les échantillons d'Italie, du nord
de la Slovénie, de I'Autriche (a I'exception de I'extréme ouest) et le sud-est de la Suisse.
Le second clade (le clade balkanique) contient tous les V. berus bosniensis provenant de
la péninsule Balkanique. Le troisieme clade (le clade nordique) regroupe toutes les
péliades de I'Europe a l'est, a I'ouest et au nord des Alpes, ainsi que les animaux de la
partie asiatique de l'aire de répartition. Ce clade peut étre subdivisé en un sous-clade
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Figure 2 Arbre de parcimonie maximale issu du strict consensus des 18'900 arbres les plus courts (307 pas) basé
sur le jeu de données combiné (région de contréle et cytochrome b) pour Vipera berus. Les valeurs de
bootstraps sont indiquées pour les nceuds présentant plus de 50% des 10'000 réplicats de l'analyse de
distance Neighbour-Joining, des 10'000 réplicats de l'analyse de parcimonie maximale et des 100
réplicats obtenus pour l'analyse de maximum de vraisemblance. Les codes d'identifications et les
symboles correspondent aux populations échantillonnées visibles sur la Figure 1.

Note: deux animaux de la population Ch5 présentent des haplotypes différents.
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Tableau 1 Valeurs des parametres issus des analyses de distribution des différences par paires, de la
divergence par paire de nucléotides (m) et la valeur des test d'expansion récente de la population.

clade intervalle de clade intervalle de clade intervalle de

nordique  confiance 95% italien confiance 95%  balkanique confiance 95%
t 11.3 6.88 - 20.5 10.07 4.10 - 25.1 7.51 346 - 114
do 2.25 0 - 6.59 6.10 0 - 244 0.013 0 - 4.15
q, 38.9 22.3 - 1289 37.8 16.7 - 4690 32.1 11.8 - 6687
m 11.4 7.70 - 15.7 11.9 7.28 - 221 5.89 3.68 - 9.75
Tajima's D -1.389 -0.407 -0.522
p 0.064 0.353 0.332
;(‘:’thizss_of_ﬁt 0.0021 0.0360 0.0307
)4 0.936 0.358 0.447
Datation de
I'expansion basé 1.03 0.63 - 1.87 - - -
sur t (Myr)
Datation de
I'expansion basé 1.04 0.70 - 1.43 - - -

sur m (Myr)

basal (sous-clade des Carpates), regroupant les animaux de la Roumanie, de l'est de la
Slovaquie, du sud de la Pologne, alors que le reste des haplotypes forme un groupe
nordique supporté avec de hautes valeurs de bootstraps. Ce dernier groupe contient trois
sous-clades monophylétiques. Toutes les péliades de Russie et de Finlande forment un
sous-clade distinct (le sous-clade Est), tout comme les péliades de France, de Suisse et
le I'extréme ouest de I'Autriche sont regroupées au sein du sous-clade Ouest. Tous les
autres haplotypes du clade nordique forment un groupe basé sur un seul caractére non
équivoque, ce qui impligue un manque de support des bootstraps. La majorité des
haplotypes a l'intérieur de ce groupe sont phylogénétiquement non résolus, avec des
variations seulement sur les branches terminales, mais tous sont originaires du nord-
ouest de I'Europe.

La diversité nucléotidique varie au sein des clades entre 0.33 et 0.62%, le clade
balkanique montrant une valeur plus faible que les clades italien et nordique. En fait, la
différence entre le clade nordique et les clades du sud (clades italien et balkanique) n'est
pas significative (p = 0.72). La distance génétique corrigée selon Tamura-Nei s'étend
entre 1.7 et 2.0%. Le clade italien et le clade nordique sont les moins divergents, alors
gue la distance la plus importante est observée entre le clade balkanique et le clade
italien.

Les tests d'expansion de populations ne sont pas significatifs pour le test de goodness-of-
fit pour les 3 clades (Tableau 1). Le test de neutralité de Tajima montre des valeurs
clairement non-significatives pour les clades italien et balkanique. La valeur du test de
Tajima pour le clade nordique montre une tendance (p = 0.064), malgré le nombre
d'animaux peu élevé (n = 33) et le caractére trés conservatif de ce test. Ainsi, et malgré
la valeur non-significative du test de Tajima, nous avons daté la période d'expansion de
la population du clade nordique a partir des distributions des distances génétiques (t)
ainsi qu'a partir de la moyenne des différences nucléotidiques par paire (m). Le temps
d'expansion estimé est comparable entre ces méthodes pour ce clade (Tableau 1).
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4.6 Discussion

Comparaison du taux d'évolution de la CR et du cyt. b

La CR est souvent utilisée pour les analyses phylogéographiques au niveau
intraspecifique a cause de son haut degré de variabilité puisque cette partie subit des
contraintes fonctionnelles plus faibles que les parties codantes de I'ADN mitochondrial
(Vila et al. 1997; Barratt et al. 1999; Doukakis et al. 1999; Nesbg et al. 1999; Steinfartz
et al. 2000; Terry et al. 2000). Toutefois, chez certaines espéces d'oiseaux et de
serpents, le taux de substitution est comparable voir plus faible que pour le cyt. b ou
d'autres génes mitochondriaux (Questiau et al. 1998; Ashton & de Queiroz 2001; Randi
et al. 2001). Nos résultats montrent un taux d'évolution de la CR chez la péliade pas plus
élevé que celui du cyt. b et les deux génes semblent étre utiles comme marqueurs
moléculaires pour étudier la phylogéographie au niveau intraspécifique, au moins dans le
genre Vipera. Le faible taux d'évolution de la CR chez certains oiseaux et certains
serpents suggeére une possible contrainte sur cette partie de I'ADN mitochondrial. La
présence de deux (ou plus) copies de la CR chez certains oiseaux et les serpents évolués
peut avoir une influence sur le taux de substitution (Questiau et al. 1998; Ashton & de
Queiroz 2001; Randi et al. 2001). En séquencant une partie de I'ADN mitochondrial, il y a
toujours le risque d'amplifier un pseudogéne de la CR intégré dans I'ADN nucléaire (voir
Sorenson & Fleischer 1996; Zhang & Hewitt 1996). Ce n'est pas un probléme pour les
régions codantes comme le cyt. b, puisque des codons stop sont rencontrés, mais le
risque est présent pour la CR qui est non-codante. Néanmoins, il est peu probable que
nous ayons amplifié une copie nucléaire de la CR puisque nos séquences étaient aisées a
lire, sans bruit de fond dans les électrophérogrammes (voir Questiau et al. 1998). De
plus, la lecture de plus de 3'000 bp continus depuis le 3' du cyt. b jusqu'a la 2éme copie
de la CR a été effectuée pour plusieurs individus de 4 espéces du genre Vipera (V. Helfer
& A. Conelli, données non publiées) a partir des primers créés pour cette étude, les
pseudogeénes intégrés dans I'ADN mitochondrial étant en général de petite taille.
Finalement, la partie codante (cyt. b), lorsqu'elle est traduite en acides aminés, donne
une séquence comparable aux autres séquences de reptiles publiées (Kumazawa et al.
1996), sans insertion ou mutation non-sens. Ensemble, ces patterns sont consistants
avec une origine mitochondriale de la CR et du cyt. b amplifiés dans la présente étude.

Reconstructions phylogéographiques des routes de recolonisation et refuges
potentiels

Les analyses phylogénétiques basées sur les reconstructions MP, NJ et ML ont révélé la
présence de trois clades principaux possédant des distributions géographiques non-
chevauchantes. Le premier clade est géographiquement limité a I'Italie et ses régions
périphériques (Autriche, Slovénie et sud-est de la Suisse). Le second clade est localisé
dans les Balkans et regroupe tous les échantillons de l'aire de répartition de
V. b. bosniensis. Finalement, le troisieme clade regroupe les péliades depuis la Grande-
Bretagne a l'ouest et jusqu'a I'extréme est de la Russie, et au nord jusqu'au cercle
polaire en Scandinavie (Figure 2). Toutes les études disponibles sur les squamates
suggérent un taux de substitution variable entre 0.5 et 1.4% de divergence par Myr.
pour différentes régions de I'ADN mitochondrial (Zamudio & Greene 1997; Gubitz et al.
2000; Malhotra & Thorpe 2000; Wduster et al. 2002). Ces estimations comportent des
genes mitochondriaux caractérisés par un taux de substitution faible (comme le 12S et
16S-rRNA) ainsi que des régions évoluant plus rapidement (cyt. b et ND4). Pour cette
raison, Wister et al. (2002) suggerent un taux de divergence de 1.4% pour le cyt. b En
appliguant cette évaluation a nos données, nous pouvons dater la séparation des clades
a environ 1.4 Myr (distance corrigée selon Tamura-Nei entre les clades: 1.89%). Méme si
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cette estimation doit étre prise avec précaution a cause d'un manque de calibration, il
permet de donner une évaluation raisonnable. En conclusion, nous suggérons que la
division entre les trois clades principaux de péliades s'est probablement passée durant le
milieu du Pléistocene.

En plus de la structure phylogéographique décrite ci-dessus, le clade nordique montre
une structure interne. Ce clade est divisé en quatre sous-clades géographiquement
séparés (Figure 2). Certains des noeuds définissant ces sous-clades ont un support
(bootstraps) faible car lié a seulement quelques mutations, ils sont néanmoins
discernables dans les reconstructions MP et NJ]. Cependant, en considérant que les
populations de péliades issues des sous-clades ont été séparées dans différents refuges
durant la derniére glaciation, une petite différence génétique des sous-clades est
informative si elle est consistante géographiquement. Le clade nordique contient un
sous-clade basal localisé dans la région des Carpates. Nos résultats indiquent que cette
région doit étre la source du clade nordique, tous comme plusieurs études sur les petits
mammiferes 'ont déja démontré (Bilton et al. 1998; Seddon et al. 2002). Des refuges
additionnels pour les autres sous-clades peuvent étre identifiés, correspondant au
pattern décrit par Bilton et al. (1998) et Nesbg et al. (1999). Le clade Est (voir Figure 2)
inclut toutes les péliades de I'est de I'Europe jusqu'a la cOte Pacifique russe, impliquant la
présence de péliades présentes dans au moins un refuge localisé au nord-est ou a I'est
des Carpates durant les derniéres glaciations (0.94% de divergence génétique; 0.7 Myr).
Il y a aussi de fortes évidences pour la présence d'une population réfugiée a I'ouest des
Alpes (sous-clade Ouest), probablement au sud de la région du Massif central ou sur la
cOte Atlantique (0.29% de différence génétique avec les autres sous-clades; 0.2 Myr).
Cette estimation grossiére est en concordance avec une subdivision de la population
survenue lors de la deuxiéme glaciation (Saahle) (Rohling et al. 1998). Un refuge dans le
sud de la France a déja été suggéré par Guillaume et al. (2000) pour le Iézard Lacerta
(Zootoca) vivipara, qui est actuellement en sympatrie avec V. berus dans la majeure
partie de son aire de répartition, ainsi que pour plusieurs espéces de plantes (Konnert &
Bergmann 1995; Comes & Abbott 1998; Vogel et al. 1999). De plus, d'autres exemples
basés sur le barbeau (Kotlik & Berrebi 2001), une espece d'escargot (Pfenninger &
Posada 2002), le noisetier (Palme & Vendramin 2002) et certains ptéridophytes (Vogel et
al. 1999) fournissent des évidences que le sud de la France a aussi été utilisé comme
zone de refuge durant les derniéres glaciations. Quelques lignées de I'Europe centrale (au
nord des Alpes), lesquelles n'ont pas de liens phylogénétiques bien définis dans notre
analyse, proviennent de toute évidence d'autres refuges que ceux décrits ci-dessus, mais
plutot de refuges inédits localisés au nord des Alpes entre la France et la Pologne.

Toutes les séparations décrites ci-dessus présentes dans les sous-clades nordiques sont
apparues durant les derniers cycles glaciaires du Quaternaire (Rohling et al. 1998),
suggérant ainsi la persistance de populations-refuges dans le nord des Alpes. Ces
résultats sont aussi confirmés par les évaluations issues des distributions de distance par
paire. L'expansion des péliades du clade nordique peut étre datée a partir du mode de la
distribution des distance par paire (t) et a partir de la moyenne du nombre de différence
(m), suggérant que le nombre de péliades du clade nordique a rapidement augmenté il y
a environ 1 Myr (Tableau 1). De plus, I'importante diversité génétique au sein du clade
nordique (au méme niveau ou plus importante que pour les clades du sud) conforte
I'nypothése de la persistance de grandes populations dans le nord de I'Europe durant le
Quaternaire. Ainsi, nos données confirment la présence de refuges nordiques pour les
péliades, méme si la résolution phylogéographique ne nous permet pas de spéculer sur
les localisations de ces zones de refuges (voir aussi Bucci & Vendramin 2000; Haase et
al. 2003).
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Plusieurs études de taxons européens démontrent que les trois péninsules localisées dans
le sud de I'Europe (péninsules ibérique, italienne et balkanique) ont été des zones de
refuges glaciaires. Il a été démontré que I'un ou plusieurs de ces refuges ont été la
source des populations actuelles qui occupent actuellement des milieux préalablement
inhospitaliers dans la partie nordique du contient (voir Taberlet et al., 1998 et Hewitt,
2000). Taberlet et collaborateurs (1998) ont caractérisé trois principales routes de
recolonisation a partir des refuges méditerranéens, contribuant de maniére diverse a la
recolonisation des parties nordiques du continent européen. Néanmoins, des patterns de
recolonisation alternatifs ont été proposés pour des petits mammiféres ou des plantes,
suggérant que les populations méditerranéennes sont restées endémiques dans leurs
refuges (Bilton et al. 1998; Palme et al. 2003). Pour les petits mammiféres, I'origine des
populations actuelles du nord et du centre de I'Europe provient du centre-est de I'Europe,
avec plusieurs refuges additionnels a I'Est, alors que les populations issues des
péninsules du sud de I'Europe se sont maintenues de maniére plus ou moins isolée. Si ce
pattern de recolonisation s'est répété durant plusieurs glaciations, le nombre important
de petits mammiféres endémiques pourraient en étre la conséquence (Bilton et al. 1998).
De maniére identique, les études sur les mammiféeres, les poissons, certains escargots ou
arbres (Nesbg et al. 1999; Jaarola & Searle 2002; Seddon et al. 2002; Brunhoff et al.
2003; Haase et al. 2003; Palme et al. 2003) ont montré que les refuges du sud ne sont
pas les sources de recolonisation. Le haut niveau de diversité génétique présent dans les
clades nordiques de ces espéces nous laisse penser que plusieurs petits refuges étaient
occupés. Dans ce contexte, il est possible que la portée des expansions a partir des
refuges du sud ait été limitée par la présence et des interactions avec les populations
résiduelles qui ont subsisté dans les zones nordiques (voir Stewart & Lister, 2001).

Les modeles de recolonisation "traditionnels" basés sur des refuges au sud (voir Taberlet
et al. 1998; Hewitt 2000) sont souvent opposés aux hypothéses arguant pour la
présence de refuges nordiques (voir Stewart & Lister 2001; Stewart 2003). Les premiers
modeéles sont principalement basés sur des espéces du sud et du centre de I'Europe,
habitant actuellement des zones tempérées a chaudes. Ces espéces n'ont évidemment
pas survécu aux conditions climatiques extrémes des périodes glaciaires; en conséquent,
ces espéces ne sont pas forcément indicatives pour indiquer les refuges glaciaires les
plus nordiques et les recolonisations du continent européen en découlant. Au contraire,
certains travaux (Bennett et al. 1991, Bilton et al. 1998; Nesbg et al. 1999; Willis et al.
2000; Hanfling et al. 2002; Kullman 2002) ont suggéré que d'autres refuges localisés au
nord des Alpes (et plus particulierement au nord des péninsules méditerranéennes)
avaient été utilisés durant les glaciations les plus rudes. Les espéces utilisées dans ces
études sont généralement caractérisées par un haut niveau de tolérance aux conditions
climatiques froides et ont la possibilité de survivre dans des zones propices de taille
limitée. Les péliades présentent un pattern de recolonisation intermédiaire entre ces deux
extrémes. En effet, cette espéce a utilisé aussi bien des refuges nordiques que des
refuges au sud de I'Europe durant le Pléistocéne, avec des variations entre ces deux
types de refuges. Actuellement, les péliades les plus méridionales sont confinées aux
zones de hautes altitudes ou les conditions climatiques sont suffisamment froides pour la
survie de cette espece nordique. Durant les périodes glaciaires, ces populations
meéridionales ont pu coloniser les zones plus basses en altitude, occupant des sites de
plus grande taille, augmentant ainsi leurs effectifs. Lors du début des périodes
interglaciales, les populations méridionales ont pu atteindre les refuges dans les zones
d'altitudes, alors que les populations nordiques ont pu recoloniser les surfaces libérées
des glaces. Ainsi, nous suggérons que le pattern actuellement observé pour les péliades
est issu d'une colonisation du centre et du nord de I'Europe a partir des refuges
nordiques, alors que les populations méridionales sont actuellement confinées dans de
petites zones refuges.
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Globalement, |'augmentation des données climatologiques, paléontologiques et
biologiques, ainsi que la résolution fine des phylogéographies d'espéces variées
permettront d'obtenir une vue plus compléte des différents patterns de recolonisation et
des refuges utilisées durant les derniéres glaciations, suggérant la coexistence des
refuges nordiques et méridionaux en Europe. Dans ce contexte, nous ne voyons pas de
contradiction entre les modeles "traditionnels" de refuges méridionaux avec les
hypothéses plus récentes de refuges nordiques "cryptiques"; au contraire, les
mouvements de populations durant les périodes glaciaires peu favorables pour les
especes vivantes, les routes de recolonisation et la localisation des différents refuges
varient entre les espéces aux possibilités de dispersion et aux besoins écologiques
différents. L'hétérogénéité des conditions climatiques au sein des différents refuges,
lesquelles offraient des habitats trés différents, a conduit a complexifier les patterns de
recolonisation; la fragmentation et la reconnexion des populations rendent ainsi toute
généralisation difficile. Néanmoins, des approches multidisciplinaires intégrant des
résultats génétiques, avec des simulations des climats historiques, la palynologie et Ila
biogéographie permettront de comprendre plus précisément les effets des fluctuations
passées du climat et leurs implications sur la diversité biologique.
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Chapitre 5: Y a-t-il des différences morphologiques
entre les deux clades génétiques de la
vipére péliade (Vipera berus berus)?
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5.1 Résumé

La morphologie de 164 vipéeres péliades (Vipera berus berus) a été analysée afin de
rechercher des différences morphologiques entre les clades nordique et italien
déterminées génétiquement (voir Chap. 4). La pholidose et certaines proportions
corporelles ont été mesurés, comprenant au total 17 parameétres. Plusieurs éléments
montrent des différences significatives entre les clades (par exemple les écailles sous-
caudales, supralabiales, infralabiales et pariétales). De plus, |'analyse discriminante
sépare les deux clades avec un niveau d'assignation important.

5.2 Abstract

The morphologies of 164 adders (Vipera berus berus) were analysed in order to assess
whether morphological differences occur between the Northern and the Italian clades.
Pholidosis and some body proportions were measured, corresponding to 17 parameters.
Several parameters show significant differences between clades (e. g. subcaudals,
labials, sublabials, parietal scales). Moreover, discriminant analyses separate both clades
with high degrees of accuracy of a correct classification.

5.3 Introduction

La vipere péliade (Vipera berus; Linnaeus, 1758) est le serpent terrestre possédant ['aire
de répartition la plus importante (Saint Girons, 1978). Malgré cette vaste distribution,
seulement 3 sous-espéces sont reconnues: V. b. berus, V. b. bosniensis (Boettger,
1880), V. b. sachalinensis (Zarevsky, 1917). La forme nominale est présente de la
France jusqu'au milieu de la Russie, avec de minimes variations morphologiques malgré
une distribution sur prés de 10’000 km (Saint Girons, 1978). L'homogénéité a l'intérieur
de cette sous-espéce a aussi été confirmée par deux études basées sur des marqueurs
génétiques (Joger et al., 2003; Chap. 4), a I'exception des péliades présentes en Italie,
dans le nord de la Slovénie, le sud de I'Autriche et I'extréme sud-est de la Suisse. Suite a
la découverte de cette importante différence génétique (la séparation entre les deux
clades peut étre évaluée a plus d'un million d'années), le sujet de cette étude est de
comparer la morphologie de ces deux groupes génétiques.
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d'importantes persécutions durant le XIX®™® et le XX°™ siécle, les autorités locales de
I'époque rémunérant les citoyens pour tout serpent tué. Comme les grands carnivores,
les vipéres ont été décimées et ont disparu localement (par exemple 570'000 vipéres ont
été tuées en 27 ans dans 3 départements de l'est de la France, Kaufmann 1893). Ces
facteurs ont eu un impact considérable sur la fragmentation des populations, en les
isolant; a cause des processus stochastiques, ces populations génétiquement isolées ont
évolué séparément, pouvant conduire a une dérive génétique et a I'apparition de la
consanguinité.

Actuellement, peu d'études sur la structuration génétique des populations de serpents
ont été publiées: basée sur I'analyse de marqueurs microsatellites, aucune structuration
génétique est observée entre les sites d'hibernation distant de quelques kilométres chez
la couleuvre Elaphe obselata (Lougheed et al. 1999). Les couleuvres aquatiques Nerodia
sipedon sipedon présentent aussi une structuration peu marquée mais néanmoins
significative entre des populations distantes d'environ 1.5 km (Prosser et al. 1999). Au
contraire, les crotales (Crotalus horridus) montrent une importante philopatrie, la
distance génétique entre les sites d'hibernation (distants de 500-3000 m) étant
importante et significative dans 50% des comparaisons (Villarreal et al. 1996). Chez
Sitrurus catenatus catenatus, les marqueurs microsatellites dévoilent une trés forte
structuration des populations (Gibbs et al. 1997), alors que les analyses basées sur les
marqueurs RAPD ne présentaient aucune structuration pour les mémes populations
(Gibbs et al., 1994; voir Gibbs et al. 1997 pour la comparaison des deux études). Les
résultats de Jaggi et al. (2000) montrent aussi une faible structuration a partir de
marqueurs RAPD chez V. aspis dans le Massif jurassien. Ainsi, il semble que les Viperidae
soient plutot philopatriques (Gibbs et al. 1997; Villarreal et al. 1996), alors que les
Colubridae sont plus mobiles (Lougheed et al. 1999, mais voir aussi Prosser et al. 1999).
En plus d'une structuration forte chez la majorité des études basées sur les Viperidae, la
perte de diversité génétique semble avoir un impact considérable sur la survie des
serpents. En effet, Madsen et collaborateurs (Madsen et al. 1996; Madsen et al. 1999;
Madsen et al. 2004) ont démontré que Vipera berus était particulierement sensible a la
dépression de consanguinité, laquelle a diminué la survie des juvéniles conduisant la
population étudiée a décroitre rapidement.

La vipere péliade (Vipera berus) est le serpent terrestre possédant la plus grande aire de
distribution (Saint Girons 1980). Néanmoins, cette espéce est trés menacée localement,
spécialement en Europe de I'Ouest (Castanet & Guyetant, 1989; Vo6lkl & Thiesmeier,
2002) ou la fragmentation des habitats est importante. Les faibles déplacements
(Viitanen 1967; Prestt, 1971; Neumeyer 1987; Monney 1996) ainsi que le haut niveau de
philopatrie des adultes (Madsen & Shine 1992; Luiselli 1993) suggérent une forte
structuration génétique entre les populations. Les péliades ont un comportement discret
et le niveau de migration des juvéniles n'est pas véritablement connu malgré I'étude de
Saint Girons (1981). Or, le déplacement des juvéniles peut étre la seule source de
migration entre les populations. Finalement, les routes et le trafic routier possedent
également un impact considérable sur la structuration des vipéres, les subadultes et les
males étant fréquemment écrasés (Bonnet et al. 1999, Brito & Alvares, 2004); puisque
les péliades peuvent survivre dans des zones limitées a quelques hectares (Saint Girons,
comm. pers.; Monney & Ursenbacher, obs. pers.), les populations résiduelles sont
particulierement disséminées.

Dans le Massif jurassien (situé entre la France et la Suisse), les péliades sont considérées
comme en danger, 51 sites étant répertoriés (46 en France, 5 en Suisse); toutefois tous
ne semblent pas permettre la survie a long terme de leur population, mais abritent
uniquement quelques vipéres régulierement observées (Pinston et al. 2000; Perret et al.
2002). La plupart des populations semblent isolées et seule une région abrite plusieurs
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5.4 Matériel et Méthodes

Mesures

Nous avons mesuré 164 Vipera berus berus issues des collections du Musée d'Histoire
Naturelle de Genéve (MHNG): 101 animaux (54 femelles et 47 males) du clade nordique
ainsi que 63 viperes (35 femelles et 28 males) du clade italien. Le clade a été assigné en
fonction de la localisation de I'animal collecté et des aires de répartition définies dans le
Chapitre 4. et par Joger et al. (2003). Le nombre d'écailles ventrales (V), sous-caudales
(C), apicales (A), pariétales (P), intercanthales (I), ainsi que, mesuré sur les deux cotés,
le nombre total d'écailles loréales (L), canthales (CA), périocculaires (PO), supralabiales
(SUP), infralabiales (SUB) et parafrontales (PA) ont été comptées selon la méthode
employée par Saint Girons (1978).

Le nombre de rangs d'écailles entre les périocculaires et les supralabiales a aussi été
dénombré sur les deux coOtés (RO). Au total, 12 parameétres décrivant I'écaillure
céphalique ont été mesurés. De plus, la longueur totale (LOT.C), la longueur de la queue
(LO.Q), la taille museau-cloaque (SVL), la longueur (LO.T) et la largeur de la téte (LR.T)
ont été évaluées. A partir de ces mesures, la taille relative de la queue
(%TAIL = LO.Q/LOT.C) et de la téte (%HEAD = LO.T/LOT.C), ainsi que la largueur
relative de la téte (%W.T = LR.T/LO.T) ont été calculées. Seuls les adultes et les
subadultes d'une longueur totale supérieure a 300 mm ont été inclus dans les analyses.

Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Spss 11.0.1 pour
MacOSX (SPSS Inc.). Les analyses ont été effectuées aussi bien en groupant les sexes
gu'en séparant les males des femelles. En premier lieu, les SVL ont été comparées entre
les clades afin d'évaluer I'nomogénéité du jeu de données. Ensuite, le test de Student, le
test de Welsch (t-tests) et le test de Wilcoxon ont été utilisés pour comparer les
différents paramétres entre les clades. L'analyse discriminante a été conduite en utilisant
toutes les mesures céphaliques ainsi que les ratios (%TAIL, %HEAD et %W.T).

5.5 Résultats

Comparaisons entre les clades

Aucune différence de SVL entre les clades a été mise en évidence, tant pour les males et
les femelles analysés ensemble (Z = -0.507, p = 0.612) que pour les sexes séparés
(Z = -0.269, p = 0.788 pour les femelles, Z = -0.991, p = 0.321 pour les méles). Toutes
les différences significatives entre les deux clades sont présentées dans le Tableau 1. Des

Tableau 1 Probabilités issues des tests de t et des tests de Wilcoxon pour les parameétres possédant au moins
une valeur significative. NS =P > 0.05; * = p <0.05; ** = p <0.01; *** = p < 0.005.

Males et femelles Femelles Males
\% 0.020 * 0.062 NS 0.064 NS
L 0.001  *** 0.029 * 0.009 **
SUP 0.012 * 0.122 NS 0.003  ***
SUB 0.002  *** 0017 * 0012 *
1 0.001  *** 0.005  *** 0.089 NS
P 0 kEx 0.002  *** 0013 *
%TAIL 0.119 NS 0.036 * 0.358 NS
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différences significatives ont été observées pour le nombre de sous-caudales (C), de
loréales (L), d'infralabiales (SUB) et de pariétales (P) aussi bien pour les analyses
effectuées avec les animaux des deux sexes regroupés que séparés. Seuls les males
présentent une différence significative du nombre d'écailles supralabiales (SUB), alors
que les femelles montrent des différences significatives pour le nombre d'écailles
intercanthales (SUP) et pour la proportion de la queue (%TAIL). Quand les males et les
femelles sont analysés conjointement, le nombre d'écailles ventrales (V) different
significativement entre les clades, mais pas lorsque les sexes sont analysés séparément.

Analyse discriminante

Le résultat de I'analyse discriminante regroupant les males et les femelles est présentée
en Figure 1. L'appartenance au bon clade et au bon sexe est prédite a un taux variant
entre 68.5 et 85.7% par l'analyse discriminante conjointe. En séparant les sexes, les
analyses discriminantes permettent de prédire la bonne appartenance a 83.3-88.6% pour
les femelles et 91.5-92.9% pour les males.

5.6 Discussion

Les clades nordique et italien montrent plusieurs différences significatives (voir
Tableaux 1 et 2), certaines permettant de déterminer morphologiquement le clade de
I'animal. Les péliades du clade italien possédent un nombre plus faible d'écailles sous-
caudales (environ 3 écailles de moins que les animaux du clade nordigque), un nombre
plus important de loréales et d'infralabiales, ainsi qu'un nombre plus faible
d'intercanthales; les pariétales sont aussi moins fractionnées chez les animaux du clade
italien (Tableau 2). Le nombre d'écailles ventrales semble aussi étre plus faible pour le
clade italien, mais les différences sont non significatives lorsque les analyses sont

4 o
[ ]
- Femelle
2 a " clade nordique
[
[ - Male
g "= . " clade nordique
[
O ;m @ m Femelle
I Ho .-. u clade italien
[ 704 G
Juma E g Mile
u .+' clade italien
o Centroides des
b‘ + différents groupes
B4
= +
K g : 3 i
Discr. 1

Figure 1 Analyse discriminante regroupant tous les animaux (Discr. 1: 77.8% de la
variance; Discr. 2: 20.8% de la variance; A de Wilks = 0.1836, p < 0.0005).
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Tableau 2 Mensurations moyennes chez les miles et les femelles pour chaque clade, ainsi que
I'écart-type, le minimum et le maximum observé.

GROUPE \4 C L SUP SUB 1 p

Femelle clade italien moyenne 145.77 27.63 6.71 17.63  20.89 6.91 1.97
£ £ £ £ £ £ £
3.23 2.13 247 0.84 1.37 2.62 0.38

n=35 minimum 137 23 2 16 19 2 0
maximum 153 34 11 19 24 14 3
clade moyenne 147.15 30.50 5.54 17.17  20.00 8.70 2.46
nordique + + + + + + +
3.55 3.59 2.40 1.61 2.06 3.26 0.86
n=>54  minimum 139 21 1 12 15 4 2
maximum 155 39 11 20 25 18 7
Mile clade italien moyenne 142.43 34.36 5.89 17.93  21.21 6.82 2.00
+ + + + + + +
3.73 2.39 2.60 1.15 2.17 2.63 0.27
n=28 minimum 134 29 2 16 15 3 1
maximum 149 39 12 22 26 12
clade moyenne 144.11 36.81 4.47 17.11 19.96 791 2.47
nordique + + + + + + +
3.54 2.71 1.99 1.03 1.77 2.69 0.95
n=47 minimum 135 30 0 15 16 2 2
maximum 152 42 9 19 23 16 6

effectuées séparément chez les males et chez les femelles. Saint Girons (1978) a déja
observé un nombre plus faible d'écailles ventrales pour des péliades appartenant au
clade italien. Scali & Gentilli (1999) ont aussi montré un nombre plus faible d'écailles
ventrales chez les spécimens provenant de la plaine du Po (nord de I'Italie).

Néanmoins, le nombre d'animaux analysés n'est pas considérable et la majorité des
péliades du clade italien provient de I'Engadine (canton des Grisons, extréme sud-est de
la Suisse) et peut montrer des paramétres morphologiques différents du reste des
animaux du clade italien. A cause du faible nombre d'animaux par site, il n'a pas été
possible d'analyser en détail ce jeu de données. Ainsi, le nombre d'échantillons pour
chaque clade devrait étre augmenté, en intégrant particulierement plus d'animaux de
Russie, de Scandinavie, d'Italie, de Slovénie et d'Autriche; l'augmentation du jeu de
données devrait améliorer la résolution des différences morphologiques. Finalement,
I'ajout de caractéres morphologiques tel que le dessin dorsal (voir Nilson and Andrén
(2001) pour le groupe V. ursinii) permettrait aussi de révéler de plus grandes différences
morphologiques chez V. b. berus. Cependant, ces résultats préliminaires suggérent que
de faibles différences morphologiques peuvent étre mesurées entre les clades génétiques
déterminés chez V. b. berus.
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6.1 Résumé

Malgré sa grande aire de répartition, la vipére péliade (Vipera berus) est particulierement
menacée dans l'ouest de I'Europe a cause de l'importante fragmentation de son habitat
induite par les activités humaines. De plus, les persécutions passées et présentes ont
aussi contribué a la disparition locale de cette espéce. Dans le Massif jurassien, le
nombre de populations est tres limité et la plupart sont géographiquement isolées. A
I'aide de 7 marqueurs microsatellites, nous avons investigué la structuration et la
diversité génétique de 10 populations jurassiennes Une forte structuration entre les
différents site a été trouvée, méme si elles ne sont pas géographiquement isolées. De
plus, la diversité génétique au sein des populations du Massif jurassien et des Alpes est
significativement plus faible que celle des autres populations francaises étudiées, ces
différences provenant de la recolonisation post-glaciaire. Finalement, des suggestions
concernant la conservation de cette espece dans des habitats fragmentés sont
proposées.

6.2 Abstract

Although the adder (Vipera berus) has a large distribution area, this species is
particularly threatened in western Europe, due to the high fragmentation of its
environment and human persecution. We used seven microsatellite loci to investigate
genetic structure and diversity in the Jura Mountains, where the species is limited to only
a few scattered populations. We found that V. berus exhibits considerable structure
between populations, even if they are not geographically isolated. Moreover, the genetic
diversity within populations in Jura Mountains and Alps is significantly lower than in
French populations, due to the recolonisation after the last glaciation. Finally, suggestions
for the conservation of this species in fragmented landscape are proposed.

6.3 Introduction

Dans le Monde, et plus particulierement dans les pays industrialisés, de nombreuses
especes de reptiles sont menacées de disparition. Par conséquent, la plupart des espéces
sont protégées dans la majeure partie de I'Europe de I'Ouest (voir par exemple Corbett,
1989; Hofer et al., 2001). La destruction de leur habitat est la principale menace;
cependant, les serpents, et plus particulierement les serpents venimeux, ont subi
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populations interconnectées pouvant étre considérées comme une métapopulation (zone
humide du bassin du Drugeon)

Afin d'évaluer les différences entre les populations résiduelles de péliades dans le Massif
jurassien, 13 marqueurs microsatellites ont été développés. L'étude de populations du
Massif jurassien, des Alpes, du Massif Central (France) et de la région de Rennes
(France) permettra de comparer la diversité génétique entre des populations n'ayant pas
subi l'influence de I'Homme durant les derniéres décades. Finalement, nous présenterons
des informations essentielles pour la conservation de cette espéce en milieu fortement
fragmenté.

6.4 Matériel et Méthodes

Echantillonnage et extraction de I'ADN

Des échantillons de 285 péliades provenant de 10 populations parmi les plus denses du
Massif jurassien ont été prélevés. En complément, 65 animaux de 3 populations alpines,
23 péliades de 2 populations du Massif Central (France) et 19 individus d'une population
de la région de Rennes ont été collectés (Figure 1). Tous les animaux ont été mesurés,
pesés et marqués par coupe d'écailles ou avec un microchip (DataMars SA, Lugano,
Suisse) et des échantillons ont été prélevés pour les analyses génétiques (sang ou
écailles). L'ADN génomique total a été extrait avec des kits QIAamp DNA Mini Kit

(Qiagen).

Développement des microsatellites

Quatre banques de données enrichies contenant des fragments de microsatellites de
péliades a été commandée a GIS (Genetic Identification Services, Chatsworth, US). Des
fragments d'ADN contenant des répétitions CA, GA, AAC et AAG ont été insérés dans des
cellules One Shot® Top10 (Invitrogen AG, Bale, Suisse). 102 colonies ayant intégrés un
fragment d'ADN de la banque de données enrichie ont été retenues et la partie intégrée a
été amplifiée a l'aide des primers M13f et M13r (Invitrogen) selon les conditions
recommandées par le fournisseur. Les produits de PCR ont été contrélés sur gel
d'agarose, puis purifiés a I'aide de kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) et séquencés.
Des primers ont été créés avec OLIGO V 4.0 (Molecular Biology Insights, Inc., Cascade,
US) pour les séquences intégrant un microsatellite. L'amplification des microsatellites a
partir de ces primers a ensuite été testée sur gel d'agarose et les conditions de PCR ont
été optimisées pour chaque locus.

Amplification des microsatellites

Les réactions de PCR ont été réalisées dans un volume de 25 pl contenant 2 pl du produit
d'extraction, 1x de tampon PCR (Qiagen), 2mg/ml de solution Q (Qiagen), du MgCl, a
des concentrations variables suivant les locus (voir Tableau 1), 0.2mM de dNTPs, 0.5uM
de chaque primer et 0.5 unités de Tag polymérase (Qiagen); une coloration fluorescente
en 5' sur le primer forward a été utilisée. L'amplification des microsatellites a été
exécutée sur des machines PCR Perkin-Elmer 9700 (Applied Biosystems, US). Toutes les
réactions ont été effectuées avec 35 cycles de 30 sec. a 94°C, 30 sec. a la température
d'alignement (Tableau 1) et 45 sec. a 72°C, suivi d'une extension finale de 5 minutes a
72°C. La taille des produits PCR a été visualisée sur un séquenceur automatique ABI 377
(Applied Biosystems, US) et la taille des alléles a été estimée a l'aide du programme
GENSCAN 3.1 (Applied Biosystems, US).
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Figure 1 populations de viperes péliades échantillonnées

Analyses statistiques

La présence d'alléles nuls ou d'erreurs de lecture a été contrblée avec MICRO-CHECKER 2.1
(Van Oosterhout et al. 2004) pour chaque population. Les loci montrant une probabilité
élevée de présence d'alleles nuls ont été supprimés du jeu de données. Pour les loci
restants, nous avons estimé la fréquence allélique, la richesse allélique (AR),
I'hétérozygotie observée et attendue (Ho et Hg) avec le programme FSTAT 2.9.3 (Goudet
1995). L'estimation du niveau de structuration interne des populations Fis et les
déviations de I'équilibre de Hardy-Weinberg ont été estimées et testées avec 1000
permutations a l'aide de FsTAT. D'éventuels liens entre les loci ont été testés de maniére
identique.
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Nous avons comparé la richesse allélique entre les différentes régions (Massif jurassien,
Alpes, Massif central et Rennes) par une ANOVA a l'aide de SPSS 11.0.2 (SPSS Inc.).

Estimation de bottleneck (diminution rapide des effectifs d'une population)

Afin de déterminer si des bottlenecks peuvent étre détectés a partir des données
moléculaires, le programme BOTTLENECK (Cornuet & Luikart 1996; Piry et al. 1999) a été
utilisé pour d'examiner une éventuelle déviation de I'équilibre mutationnel. Le modéle a
deux types de mutations (TPM, di Rienzo et al. 1994) avec un taux de 95% de mutation
par pas simple (Single-Step Mutation, SSM; Ohta & Kimura 1973) avec une variance
entre les pas multiples de 12 a été choisi comme suggéré par Piry et al. (1999). Afin de
tester la puissance de ces tests, des estimations avec d'autres parameétres ont été
effectuées (80 a 99% de SSM, variance entre les pas multiples compris entre 2 a 24). En
fonction du nombre de loci utilisés, nous avons employé le test de Wilcoxon pour
effectuer les analyses statistiques de I'excés d'hétérozygotes.

Taille de la population (N) et de la population efficace (N.)

Lorsqu'un nombre suffisant de recaptures a été effectué sur un site étudié, la taille de la
population des adultes a pu étre estimée a I'aide du module CAPTURE (Otis et al. 1978) du
programme MARK 3.2 (Marshall et al. 1998). Afin de comparer la taille de la population
(N) avec la taille de la population effective (N.), nous avons utilisé EsTiMm 1.2 (Vitalis &
Couvet 2001a) pour évaluer Ne.

Différenciation génétique des populations

La différenciation génétique entre les populations, Fst (Weir & Cockerham 1984), a été
estimée et la déviation par rapport a la valeur nulle a été testée par permutation (1000
permutations) grace au programme FSTAT. Pour toutes les comparaisons multiples, la
valeur critique de la probabilité a été ajustée selon la correction de Bonferroni (Rice
1989) pour comparaisons multiples.

L'isolation par la distance entre les populations du Massif jurassien a été testée avec un
test de Mantel (Mantel, 1967) en comparant les valeurs par paire de Fst/(1-Fst) avec les
distances géographiques par paire (log transformé) a l'aide du programme FSTAT. En
effet, la comparaison de Fst/(1-Fst) avec la distance géographique est plus efficace pour
tester l'isolation par la distance que la comparaison entre les valeurs de Fst et la distance
géographique (Rousset, 1997).

6.5 Résultats

Alléles nuls et équilibre de Hardy-Weinberg

Nous avons développé 13 microsatellites ayant un niveau de polymorphisme important
(voir Tableau 1). Quatre d'entre eux (Vb-B1, Vb-D6, Vb-D12 et Vb-D'13) montrent un
excés d'homozygotes, I'équilibre de Hardy-Weinberg étant significativement différent de
0 pour ces quatre microsatellites. De plus, le locus Vb-D17 est lié aux loci Vb-B18 et Vb-
B'10, alors que le locus Vb-B'9 est lié¢ a Vb-D'10 (p < 0.05). En conséquence, nous avons
conservé les loci Vb-A8, Vb-Al11, Vb-B'2, Vb-B10, Vb-B'10, Vb-B18 et Vb-D'10 pour les
analyses ultérieures.

Un haut niveau d'homozygosité pour le locus Vb-B'10 au sein de la population MA1 et
pour le locus Vb-B10 dans la population RE a été observé, ceci étant probablement dd a
la présence d'alléles nuls uniguement au sein de ces populations.
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Analyses microsatellites

La variation génétique, exprimée par la moyenne de la richesse allélique et par
I'hétérozygosité attendue, est significativement plus faible dans les populations du Massif
jurassien et dans les Alpes que dans les populations du Massif Central et de Rennes (Ar:
ANOVA, F = 8.81, p = 0.002; He: ANOVA, F = 6.35, p = 0.008) (Tableau 2).

Deux populations (MA1 et RE) présentent une structure interne (Fis) significative, mais
ces valeurs élevées sont dues a un haut degré d'homozygotie dans un seul locus (voir ci-
dessus). Les autres populations ne montrent pas de structuration significative
(Tableau 2).

Le test de rang de Wilcoxon implémenté dans BOTTLNECK est significatif uniquement pour
une seule population (DL), laquelle montre une déficience en hétérozygotes. Cette
population montre aussi une Agr significativement plus faible que les autres populations
du Massif jurassien (t = 2.399, p = 0.043).

Taille de la population (N) et de la population efficace (N.)

Pour les populations suivies pendant plus d'une année, la taille de la population a été
estimée et ces valeurs sont exposées dans le Tableau 2. De plus, la taille effective a été
estimée pour la plupart des populations. Néanmoins, 7 d'entre elles ont une valeur
négative de ns (déséquilibre identitaire intra-populationnel, qui décrit I'étendue avec
laquelle l'identité génétique est corrélée entre les loci, voir Vitalis & Couvet, 2001b),
induisant l'impossibilité d'estimer la taille de la population effective avec ESTIM
(Tableau 2). Aucune relation a été mise en évidence entre la taille effective (N.) et la
taille de la population (r> = 0.003, p = 0.930) ou la richesse allélique (r?> = 0.039,
p = 0.583), ni entre la taille de la population et la richesse allélique (r* = 0.139,
p = 0.410).

Tableau 2 Diversité génétique observée parmi les 16 populations de Vipera berus étudiées a partir
de 7 marqueurs microsatellites; n = nombre d'animaux analysés; Hq = hétérozygosité
observée; Hp = hétérozygosité attendue, Ay = richesse allélique; Fg= structuration
interne; N = taille de la population estimée (adultes seulement); N, = taille effective de la
population estimée par ESTIM (Vitalis & Couvet 2001a).

population n H, H, Ag Fi N N,

Massif jurassien CH1 63 0.533 0.533 3.14 -0.003 46 = 10 132.20
CH2 62 0.511 0.515 2.94 0.005 316 52.46
BR 34 0.560 0.589 3.14 0.042 20+4 144.04

PM 30 0.351 0.387 2.19 0.044 20+ 8 Infini
AM 24 0.382 0.439 2.81 0.096 20+ 10 210.80

RO 14 0.52 0.478 2.32 -0.09 7.16

vC 12 0.476 0.458 2.58 -0.039 62.60

FR1 17 0.518 0.516 2.97 -0.005 Infini

FR2 14 0.527 0.502 2.95 -0.038 178 14.40

FR3 15 0.495 0.512 2.86 0.034 15+7 Infini
Alpes UR 20 0.457 0.47 291 0.027 144.31

HO 23 0.638 0.589 3.00 -0.086 Infini

DL 22 0.347 0.376 2.11 0.075 24.16

Massif Central MAL1 18 0.556 0.681 4.04 0.184 Infini
MA2 5 0.629 0.679 3.86 0.074 Infini

Rennes RE 19 0.501 0.6503 3.80 0.256 28.89
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Différenciation génétique des populations

D'importantes différences génétiques entre les populations ont été détectées (Fst
moyen = 0.269, p < 0.001; voir Tableau 3). Pour les populations distantes de moins de
3.5 Km, les valeurs de Fst sont plus faibles, mais restent importantes (entre 2.6 et 4.1%,
voir Figure 2), méme si les populations sont considérées comme appartenant a la méme
métapopulation. De plus, certains sites montrent des valeurs moyennes plus élevées,
particulierement DL (et dans une moindre mesure AM et PM). De maniére générale, une
forte isolation par la distance est observée entre les populations du Massif jurassien (test
de Mantel, p < 0.01; voir Figure 2).

6.6 Discussion

Diversité génétique et taille de la population

Une différence significative de richesse allélique a été décelée entre, d'un coOté, les
populations du Massif central (MA1 et MA2) et de la cote Atlantique (RE) et de I'autre, les
populations du Massif jurassien et des Alpes. La présence de bottlenecks ne peut pas
expliquer ces valeurs plus faibles puisque aucun signe de bottleneck a été détecté chez la
majorité des populations. De plus, les populations alpines sont relativement éloignées
des activités humaines et leur environnement a été peu perturbé. Dans des populations
stables, une faible richesse allélique (ARr) peut aussi étre due a une taille efficace (N.)
faible (Frankham et al., 2002). Cependant, aucune relation entre N. et Az a pu étre
observée dans les populations étudiées et les sites alpins sont aussi étendus et abritent
autant de vipéres que celles du Massif central ou de la cote Atlantique. Ainsi la différence
de richesse allélique significative ne peut pas étre due a des tailles de populations
différentes. Finalement, cette différence peut avoir une origine historique; les Alpes et le
Jura étaient couverts de glace durant la derniére glaciation et ils n'ont été recolonisés qu'
apres la fonte compléte des glaciers (il y a environ 12'000 ans) par des animaux réfugiés
en France (voir Chap. 4). Les populations de la cote Atlantique et du Massif central étant
plus proches du refuge glaciaire, elles ont donc conservé une diversité génétique plus
élevée.

0.8 ~

Fst/(1-Fst)

.o y = 0.0051x + 0.2077
0.1 R? = 0.3114
LY
O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

distance géographique (Km)

Figure 2 isolation par la distance entre les 10 populations de viperes péliades du Massif
jurassien. Les comparaisons sont effectuées par paire de populations.
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La diversité génétique au sein des populations du Massif jurassien est assez faible. De
plus, les 3 populations (FR1, FR2 et FR3) appartenant a la derniére métapopulation
jurassienne (la derniére zone ou les péliades sont en grande densité sur une surface
importante) ne montrent pas une diversité génétique plus élevée que les autres
populations isolées (t-test = -0.855, p = 0.417). Néanmoins, certaines populations
montrent une diversité génétique encore plus faible, particulierement DL pour laquelle un
signe de bottleneck a été détecté. Cette réduction de la taille de la population peut étre
due a une période plus chaude (avant le petit age glaciaire), durant laquelle un petit
nombre d'animaux aurait persisté sur le Massif montagneux dont la population DL est
issue. En effet, BOTTLENECK détecte les réductions de populations pour une période
comprise entre 2Ne et 4Ne générations (Piry et al. 1999). Pour les péliades, l'intervalle
de détection peut étre évalué a une période comprise entre 240 et 1600 ans (temps de
génération = 6-8 ans pour les péliades en montagne; Ne = 20-50 animaux), soit bien
avant les persécutions humaines. La valeur importante de Fst entre cette population et
les autres peut aussi étre considérée comme un signe de dérive génétique au sein d'une
population ayant subi un bottleneck.

Aucun bottleneck a été détecté dans le site PM bien qu'il montre une valeur de Agr plus
faible. De vieilles observations (Ischer 1930) montrent une trés forte diminution du
nombre de vipéres tuées entre 1906 et 1926 sur la commune abritant la population PM
(a cette époque, les vipéres tuées étaient payées aux chasseurs). Cette diminution d'un
facteur 10 indique que la population de péliade a subi un trés fort bottleneck, mais celui-
ci est trop récent (environ 15 générations) pour étre détecté par BOTTLENECK.

Différenciation entre les populations

La structuration entre les populations de V. berus est importante, méme entre des
populations géographiquement proches. Pour les populations isolées de plus de 3.5 km,
les valeurs de Fst sont au minimum égales a 0.15 (voir Figure 2). Pour les populations
qui sont géographiquement proches (CH1 et CH2; FR1, FR2 et FR3; MA1l et MA2), les
valeurs de Fst sont comprises entre 2.6 et 6.9%, méme si les populations sont séparées
de seulement 1 a 3 km d'un environnement favorable aux animaux. Certaines
comparaisons par paires ne sont pas significatives, a cause d'un nombre trop faible
d'animaux échantillonnés (< 20 échantillons). Néanmoins, la structuration a petite
échelle chez les péliades s'avére étre trés marquée, bien que la faible distance et des
milieux favorables permettent aux animaux de migrer d'une population a l'autre. Nos
résultats suggéerent que les vipéres sont trés philopatriques, confirmant ainsi les
suggestions de Madsen & Shine (1992) et Luiselli (1993). Au contraire, Jaggi et al.
(2000) ont démontré a l'aide de marqueurs RAPD que la vipére aspic ne semble pas
posséder une structuration locale aussi marquée. Or, |'aspic et la péliade sont en
concurrence directe dans la partie ouest de l'aire de répartition de la seconde (Monney,
1996). Ces deux espéces semblent ne pas présenter la méme dynamique de
colonisation-recolonisation puisque le manque de structuration observé chez les aspics
est un indice de dispersion marquée, permettant aux populations d'échanger
régulierement des génes (au contraire de la vipere péliade). Cette dynamique pourrait
résulter d'un historique différent. En effet, les péliades sont probablement arrivées dans
leur aire de répartition actuelle rapidement aprés le retrait des glaciers, cette espéce
pouvant survivre dans des conditions environnementales rudes. Aprés la recolonisation,
elles se sont maintenues dans ces zones, n'ayant plus la possibilité de disperser et
réduisant ainsi les échanges entre populations. Au contraire, la vipére aspic a recolonisé
le Massif jurassien a partir du sud de la France (Chap. 3) plus récemment puisque cette
espece requiert une température plus importante. Dans les Alpes et le Massif jurassien,
la recolonisation de I'aspic a donc repoussé la péliade dans les zones les plus froides et



les plus humides (Ferriere, 1986; J.-C. Monney, pers. comm.). Actuellement, la vipére
aspic possede une dynamique de recolonisation plus élevée avec un degré de dispersion
plus important que la péliade (comme l'indique les travaux de Jaggi et al., 2000, bien
gu'il serait utile d'effectuer la méme analyse avec des microsatellites, marqueurs plus
fins et conduisant parfois a des résultats différents, voir Gibbs et al., 1994), affectant les
parameétres de conservation de ces espéces dans |'ouest de I'Europe (voir ci-dessous).
Néanmoins, les parameétres de dispersion chez I'aspic sont actuellement influencés par les
activités humaines, réduisant la colonisation de certaines régions par cette espéce (par
exemple sur le plateau suisse) et modifiant ainsi les interactions entre les deux taxa.

Comparaison avec d'autres serpents

Peu d'études sur la structuration génétique chez les serpents sont disponibles. Nos
résultats confirment la faible migration chez les Viperidae, comme observé
précédemment chez Crotalus horridus et Sitrurus catenatus (Villarreal et al. 1996; Gibbs
et al. 1997). La valeur de Fst (0.04) observée entre des populations de S. catenatus
distantes de 1.5 km (Gibbs et al. 1997) sont comparables aux observations réalisées
chez la péliade pour des distances comparables. Le niveau est aussi du méme ordre de
grandeur pour Crotalus horridus entre des sites d'hibernation distant de 500 a 3000m
(Fst variable entre 0.05 et 0.12). Ainsi, ces travaux confirment la forte philopatrie des
Viperidae dans les milieux tempérés.

Implication pour la conservation

Nos résultats basés sur les analyses génétiques montrent que les péliades sont
extrémement peu mobiles et que les populations peuvent étre considérées comme
complétement isolées a partir de quelques kilométres, les mouvements entre les
populations distantes de plus d'un 1 km étant trés rares et ne permettant pas aux
populations de rester génétiquement homogénes. Par conséquent, toutes les populations,
méme si elles semblent géographiquement interconnectées, doivent étre considérées
comme des unités indépendantes. La majorité des populations étudiées occupe des zones
limitées a 15-30 ha, avec un nombre d'animaux inférieur a 50 adultes. A partir des
résultats génétiques, plusieurs directives pour la conservation de la vipére péliade dans
le Massif jurassien (et probablement les autres populations fragmentées) peuvent étre
suggérées:

1) toutes les populations ont un réle majeur pour la survie de la péliade dans le Massif
jurassien puisqu'elles sont génétiquement distinctes;

2) la création de corridors permettant de reconnecter les populations de péliades serait
peu utile puisque les mouvements naturels entre les populations interconnectées sont
trés faibles;

3) la création de milieux favorables distants de plus de 2-3 km des populations actuelles
serait peu propice puisque les péliades, en raison de leur faible taux de migration, ne
recoloniseront pas ces sites. A l'inverse, I'augmentation de la surface utilisable des
populations actuelles serait plus opportune afin que les vipéres puissent diffuser dans
la périphérie du site favorable et, graduellement, recoloniser de nouveaux
emplacements. Pour les péliades, cette stratégie semble plus appropriée que la
création de nouveaux sites éloignés et interconnectés par des corridors.

En conclusion, les principaux aménagements pour la protection des vipéres péliades
devraient étre entrepris directement sur les populations actuelles afin d'éviter leur
extinction (p. ex. limiter le nettoyage des paturages par des brulis, ou
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débroussaillement) et de permettre leur diffusion dans la proche périphérie.
Actuellement, les populations du Massif jurassien ne montrent pas de pertes
considérables de variabilité génétique, telles qu'observées par Madsen et al. (1996) a
Smygehuk (Suede). Dans cette population, la translocation de males a été la méthode
utilisée pour rétablir une population viable (Madsen et al. 1999; Madsen et al. 2004).
Dans le Massif jurassien, de telles translocations ne semblent pas étre nécessaires
actuellement. Néanmoins, l'intensification de la surveillance des plus petites populations
devrait étre entreprise et des mesures de différents parametres morphologiques et
biologiques directement liés a la diversité génétique et/ou a la consanguinité telles que la
mortalité des jeunes a la naissance (Madsen et al. 1996) ou l'anomalie des écailles
(Gautschi et al. 2002) devraient étre effectuées.
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PATERNITE CHEZ LA VIPERE PELIADE




Chapitre 7: Succes reproducteur et paternité multiple
chez la vipere péliade (Vipera berus) en
condition naturelle

S. Ursenbacher?, C. Erny* & L. Fumagalli*

! aboratoire de Biologie de la Conservation, Département d'Ecologie et Evolution, Batiment de
Biologie, Université de Lausanne, CH-1015 Lausanne (Suisse)

7.1 Résumé

La paternité multiple a été démontrée en captivité chez la vipére péliade (Vipera berus),
mais elle n'a jamais été étudiée dans la nature. Nous avons utilisé treize loci
microsatellites pour assigner la paternité dans 15 pontes échantillonnées durant 3 ans.
La proportion de pontes engendrées par plusieurs males est trés élevée (69%), malgré la
faible densité de péliades dans les sites étudiés. Le succés reproducteur des maéles
augmente avec leur taille et seuls les plus grands arrivent a obtenir une paternité unique
au sein d'une ponte. Au contraire des lézards, aucun évitement de consanguinité ou de
sélection des males basée sur leur niveau d'hétérozygosité et leur variabilité génétique
ont été remarqués, probablement induits par une territorialité différente entre les
serpents et les lézards. Finalement, aucune relation entre le nombre de péres détectés
dans une ponte et la survie des nouveau-nés a été observée, suggérant que la paternité
multiple est nécessaire uniqguement dans des populations ayant un taux de consanguinité
élevé ou/et une faible fécondité des males.

7.2 Abstract

Multiple paternity has been demonstrated in adder (Vipera berus) in captivity, but it has
never been examined in the wild. We used thirteen microsatellite loci to assign paternity
to 15 clutches collected during 3 years. The proportion of multiple sired clutches is very
high (69%), despite the low density of adders in these populations. Male reproductive
success increased with the body length and only the largest have sired monopaternty
clutches. In contrast to lizards, no inbreeding avoidance or selection of males based on
heterozygosity and individual genetic variability was found, probably due to different
territorial behaviours between lizards and snakes. Finally, no relationship between the
number of fathers siring the clutch and the offspring's survival was detected, suggesting
that multiple paternity is necessary only in wild populations with a high level of
inbreeding and/or a low male fecundity.

7.3 Introduction

La paternité multiple et la compétition spermatique sont fréquentes chez de nombreux
groupes d'animaux (Birkhead & Mgller, 1998). Un seul accouplement est généralement
suffisant pour fertiliser la ponte entiére (mais voir Madsen et al., 1992), la raison des
accouplements multiples des femelles est donc expliquée comme une maniére d'obtenir
un avantage génétique (évitement de la consanguinité, augmentation de la compétition
spermatique, ...). Ainsi, ces multiples appariements permettent aux femelles de
s'accoupler avec des males génétiquement trés différents, leurs permettant d'éviter les
conséquences induites par des accouplements consanguins (Partridge, 1983;
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Charlesworth & Charlesworth, 1987). De plus, les femelles devraient aussi s'accoupler
avec les males possédant le taux d'hétérozygotie le plus élevé, augmentant ainsi
I'hétérozygosité de leurs descendances (Brown, 1997). Par conséquent, si le choix du
partenaire est effectué de maniére active par la femelle, les appariements multiples et la
compétition spermatique devraient induire un avantage pour certains males. De l'autre
coté, les accouplements multiples augmentent directement la fécondité des males,
particulierement lorsqu'ils ne s'investissent pas aprés l'accouplement. Pour eux, le succés
reproducteur est fonction du nombre de femelles fécondées, méme si la femelle s'est
déja accouplée (voir Parker, 1992).

Les études sur la paternité multiple sont abondantes pour les oiseaux et les mammiféres
(par exemple Reynolds, 1996; Birkhead & Mgller, 1998) alors que chez les reptiles, et
plus particulierement les serpents, ces études sont rares (Hoggren & Tegelstrom, 1995;
Garner et al., 2002; Prosser et al., 2002). Pourtant, les serpents possédent des
caractéristiques singulieres suggérant qu'ils pourraient étre des organismes-modeles
précieux pour étudier le choix des partenaires sexuels (Prosser et al., 2002). Par
exemple, le manque de liens sociaux entre les couples, ainsi que le manque de soins
parentaux (contrairement aux oiseaux et aux mammiféres) simplifient I'étude des
facteurs influencant la sélection sexuelle. De plus, le comportement reproducteur de
plusieurs reptiles a déja été étudié de maniére exhaustive en captivité ou sur le terrain,
permettant des comparaisons entre les résultats obtenus par I'assignement de paternité
basé sur I'ADN et les comportements observés dans la nature.

La vipere péliade est un petit serpent venimeux (Mallow et al., 2003) largement distribué
dans le nord de I'Eurasie. Les femelles se reproduisent tous les deux ou trois ans, le sex-
ratio des animaux sexuellement actifs est donc biaisé envers les males (Madsen & Shine,
1993). La période de reproduction est limitée dans le temps (3-4 semaines par année);
par conséquent, les males courtisent activement les femelles. En raison du nombre plus
important de males, des combats s'engagent entre eux pour accéder aux femelles
réceptives, les plus grands et les plus lourds gagnant généralement ces combats
(Madsen, 1988; Madsen & Shine, 1992; Luiselli, 1993a). Un comportement de
surveillance de la femelle par le méale est courant (Andrén, 1986). Cependant, d'autres
accouplements avec le méme male ou d'autres individus sont fréquents (Andren & Nilson,
1987; Madsen et al., 1992; Luiselli, 1993b). La paternité multiple a été observée chez la
vipére péliade en captivité (Stille et al., 1986; Hoggren & Tegelstrom, 1995; Higgren &
Tegelstrom, 2002), bien que I'nypothése d'un bouchon copulatoire ait été suggérée par
Nilson & Andren (1982) (mais voir aussi Stille et al., 1986; Stille et al., 1987; Hbggren &
Tegelstrom, 2002). Chez plusieurs especes de serpents, la conservation a long terme du
sperme a été observé (Saint Girons, 1975; Gist & Jones, 1987; Schuett, 1992), mais elle
n'a pas été démontrée chez la péliade (Luiselli, 1993b; Hoggren & Tegelstrom, 1996).
Récemment, Hoggren & Tegelstrom (2002) ont établi que, en captivité, le premier
accouplement engendrait un nombre de descendants plus important. Finalement, le
nombre d'accouplements semble diminuer le nombre de nouveau-nés mort-nés (Madsen
et al., 1992) mais ce postulat est débattu (Capula & Luiselli, 1994).

Le comportement de reproduction de la péliade a été étudié en détail et cette espéce est
probablement le serpent européen le mieux étudié. Bien que la paternité multiple soit
présente chez V. berus, toutes les études examinant la fécondité des maéles ont été
effectuées en captivité. Afin de déterminer le pére de chaque nouveau-né et le taux de
paternité multiple dans des populations naturelles, nous avons utilisé des marqueurs
microsatellites développés spécifiquement pour cette espéce (Chap. 6). Le comportement
des males et I'impact de leur taille ont aussi été examinés afin de confronter les résultats
génétiques avec les observations réalisées dans la nature. Le nombre de péres au sein
d'une portée et le taux de survie (voir Madsen et al., 1992) ont été évalués et différentes
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stratégies reproductives ont été suggérées. Finalement, nous avons testé la relation
entre la variabilité génétique et la fécondité des males ainsi que le lien entre le succes
reproducteur paternel et la divergence génétique du couple.

7.4 Matériel et Méthodes

Collecte des échantillons dans les populations naturelles

Les nouveau-nés ont été collectés durant 3 ans (2000, 2001 et 2002) dans deux
populations séparées du Massif jurassien suisse (Vallée de Joux, 46°40'N, 6°20E) a une
altitude d'environ 1'100 m. Les deux populations sont distantes d'environ 1.5 Km et sont
considérées comme isolées, aucune migration ayant été observée entre 1997 et 2004.
Durant le monitoring, tous les animaux ont été mesurés, pesés et marqués. Tous les
nouveau-nés, ainsi que les adultes capturés entre 1997 et 1998 ont été marqués a chaud
(hot-branding). A partir de 1999, les adutes et les subadultes ont été marqués avec des
microchips (DataMars SA, Lugano, Suisse) et des échantillons ont été prélevés (sang ou
écailles) pour toutes les vipéres capturées. L'endroit exact de capture a été noté sur une
carte détaillée ou localisé grace a un GPS.

Afin d'obtenir les pontes, les femelles gestantes ont été capturées avant la naissance des
nouveau-nés (fin aolt ou début septembre). Elles ont été maintenues dans des cages
individuelles placées sur le terrain d'étude. Aprés la ponte, les nouveau-nés ont été
mesurés, pesés et un échantillon de tissu a été prélevé (1-2 mm de I'extréme bout de la
gueue). Des échantillons de tissus ont aussi été prélevés sur les nouveau-nés mort-nés.
Toutes les femelles et leurs progénitures ont été relachées a I'endroit de leur capture.

Analyses microsatellites et assighement de parenté

L'ADN génomique total a été extrait grace au kit QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). Nous
avons utilisé 13 microsatellites décrits au Chapitre 6. L'assignement de parenté a été
effectué par une approche de vraisemblance a I'aide du programme CERvus 2.0 (Marshall
et al., 1998). Ce programme calcule les distributions attendues du test statistique A, qui
correspond a la différence entre les valeurs de vraisemblance des deux males les plus
probables. A partir des distributions obtenues par simulations, CERvVUS détermine une
valeur critique afin d'évaluer le niveau de confiance de I'assignement. Ce programme est
particulierement sensible a la proportion de candidats échantillonnés (Jones & Ardren,
2003). Par conséquent, le nombre de males adultes a été estimé pour chaque population
et pour chaque année entre 1997 et 2002 a l'aide du module CAPTURE (Otis et al., 1978)
intégré dans le programme MARK 3.2 (White & Burnham, 1999). Le pourcentage moyen
du nombre de males capturés a été estimé par cette méthode a 82%. Finalement, la
probabilité de présence d'alléles nuls au sien des 13 microsatellites a été détectée par
CERVUS. La détection des alléles nuls est importante puisqu'ils produisent de fausses
exclusions dans les assignements de paternité (Jones & Ardren, 2003). CERVUS peut
évaluer la fréquence des alléles nuls pour chaque locus et peut les intégrer dans les
simulations. Néanmoins, pour tous les loci ayant des alléles nuls, Jones & Ardren (2003)
suggérent de considérer les homozygotes comme des hétérozygotes possédant un alléle
nul afin d'éviter de fausses exclusions. Les assignations de paternité ont été effectuées
avec et sans cette modification et les résultats ont été comparés.

De plus, les animaux présentant, a un locus donné, des résultats douteux ont été
analysés plusieurs fois (jusqu'a 5 fois) afin d'assurer un génotypage correct. Basée sur
ces répétitions, une estimation du taux d'erreur a pu étre obtenue en comparant le
nombre de résultats différents entre les génotypages successifs (nombre d'erreur par
réaction). En complément, le nombre d'incompatibilité entre les génotypes des méres et
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de leurs nouveaux-nés a été comptabilisé, permettant aussi d'évaluer, par ce biais, le
taux d'erreur. Finalement, le programme CERVUS estime aussi le taux d'erreur des
nouveau-nés en fonction du génotype des meres et du taux d'alléles nuls. Ces différents
résultats seront comparés.

Taille des males

Le rapport entre la longueur des males (longueur museau-cloaque, SVL) et leur succes
reproducteur annuel a été testé (t-test). La SVL a aussi été comparée entre les péres et
les males sans progéniture, ainsi qu'entre les males étant pére unique au sein d'une
ponte et les autres péres. Dans les pontes possédant plusieurs péres, la taille des maéles
ayant engendrés le plus de nouveau-nés a été comparée a la taille des males ayant
enfantés le moins de jeunes. La SVL a été mesurée sur le terrain et a d( étre corrigée car
les mesures n'ont pas toujours été effectuées l'année olu le male a engendré des
nouveau-nés. En conséquence, la SVL a été calculée pour tous les péres en fonction des
relations suivantes: les subadultes (jusqu'a 37 cm) grandissent de 0.05 cm par jour,
alors que les males adultes croissent de 0.01 cm par jour (1 année = 210 jours a cause
de I'hibernation). Ces vitesses de croissance ont été estimées par capture-recapture dans
les deux populations.

Variabilité et similarité génétique entre les couples

Pour tester la relation entre le succeés reproducteur et la diversité génétique individuelle,
nous avons mesuré I'hétérozygosité de chaque male pour tous les loci ne possédant pas
d'alléles nuls (déterminé par CERvUS, voir plus haut). De plus, nous avons utilisé la
méthode décrite par Coulson et al. (1998) pour évaluer la similarité génétique: la
moyenne d? a été calculée comme la moyenne du carré de la distance entre les deux
alléles pour chaque locus (uniguement pour les loci sans alléles nuls). Cette méthode
implique un modeéle de mutation par pas (Stepwise Mutation Model, SMM) pour tous les
loci utilisés (voir Coulson et al., 1998; Pemberton et al., 1999). Alors que I'hétérozygosité
individuelle est affectée par des accouplements récents entre apparentés (effet lié a la
consanguinité), la moyenne d? est affectée par des événements plus anciens et elle est
plus sensible aux accouplements entre animaux éloignés génétiquement (voir Pemberton
et al., 1999; Weatherhead et al., 2002). Pour les deux méthodes, nous avons comparé la
variabilité génétique entre les péres et les autres males (t-test) et testé le lien entre la
variabilité génétique et le nombre de nouveau-nés par corrélation.

L'apparentement entre individus R (Relatedness) a été calculé pour tous les couples
potentiels par KINSHIP v1.2 (Goodnight & Queller, 1999) en utilisant tous les
microsatellites ne présentant pas d'alléle nul. La comparaison des valeurs R entre les
couples ayant engendrés des nouveau-nés et les autres couples a été testée par un test
de t, alors qu'une corrélation a été effectuée entre le nombre de nouveau-nés et les
valeurs de R.

7.5 Résultats

Estimation du taux d'erreur

Entre 3 et 60% (suivant les locus; moyenne: 30.7%) des nouveau-nés ont été analysés
au moins 2 fois. A partir de ces répétitions, nous avons pu déterminé que le locus Vb-B18
présentait un taux d'erreur considérable (29%); il a donc été retirer pour effectuer les
analyses de paternité. Le taux d'erreur basé sur les 12 locus restant a été estimé a
2.5%, ce taux élevé étant basé uniquement le le repassage d'animaux problématiue a la
premiere lecture. Basé sur les contradictions observées entre le génotypage des meéres et
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Tableau 1 femelles reproductrices avec le nombre de nouveau-nés, le nombre de péres assignés par
ponte, le nombre de nouveau-nés non-assignés et les mesures de taille et de longueur de la
femelle avant la ponte.

Femelle No Nombre de Nombre de péres ~ Nombre de nouveau-nés SVL de la Poids de la
nouveau-nés dans la portée non-assignés femelle femelle

(prob. > 80%) (prob. < 80%) (cm) (g.)
16 2 2 0 56.0 128

17 8 3 0 58.4 202

21 7 4 1 52.0 119
32 9 2 0 522 155
38 7 1 0 53.5 108
41 8 3 0 51.9 143

59 8 2 0 53.9 144
70 7 3 2 49.0 121

85 4 3 0 51.5 120

421 10 1 0 48.9 114
442 7 1 0 50.0 93

448 8 3 0 51.3 104
453 7 1 0 47.4 98

7.1 24 52.0 126.8

Moyenne 2.1 L1 0.23 +2.99 29,1

de leurs nouveau-nés, le taux d'erreur a pu étre estimé a 0.4% (6 erreurs, dont 5
pouvant étre expliquée par la présence d'alléles nuls). L'évaluation effectuée par CERVUS
indique un niveau d'erreur de 1.6%; ce taux a pu ainsi étre intégré dans ce logiciel pour
tenir compte du taux d'erreur de typage dans les évaluations de la fiabilité de
I'assignement. En exluant le locus Vb-B18, le niveau d'erreur de génotypage est donc
suffisamment faible pour ne pas influer sur les assignements obtenus a partir de CERVUS.

Résultats des analyses de parenté

Quinze femelles (7 provenant de la premiére population, 8 de la seconde) ont été
capturées et ont donné naissance a 115 nouveau-nés. De plus, 43 males (25 dans la
premiére population, 18 dans la seconde) ont été considérés comme péres potentiels.
CERVUS a détecté des alléles nuls dans 4 des 12 loci (Vb-A8, Vb-B1, Vb-D6 et Vb-D'13).
Leur pere a été attribué a 99 nouveau-nés avec un niveau de confiance supérieur a 80%,
la majorité des animaux non assignés appartenant a 2 pontes (11 des 16 nouveau-nés
non-attribués). En utilisant les modifications suggérées par Jones & Ardren (2003), la
paternité a été attribuée a 102 nouveau-nés avec le méme niveau de confiance.
Seulement 9 assignements (9%) sont différents entre les deux méthodes (dont 3 dans
les deux pontes problématiques sitées ci-dessus). En conséquence, seuls les résultats
utilisant les modifications suggérées par Jones & Ardren (2003) seront utilisées pour les
analyses ci-dessous.

Pour les deux sites, 102 des 115 nouveau-nés ont été assignés avec un taux de
confiance supérieur a 80 ou 95%, la majorité (56%) étant supérieure a 95%. A
I'exception de trois, tous les animaux non-assignés appartiennent a deux pontes,
localisées dans la méme zone, en limite de la population 1. Les assignements étant
faibles pour ces deux pontes (50 et 62%), elles n'ont pas été incluses dans les analyses
ultérieures (Tableau 1).

Liens entre le succés reproducteur des males, la SVL et la paternité multiple

Un pére unique a été trouvé dans seulement 4 pontes (31%) et toutes appartiennent a la
population 2. Au sein des autres pontes, nous avons trouvé 2 péres différents dans 3
pontes, 3 péres dans 5 pontes et 4 péres dans 1 ponte. Le nombre de péres par ponte
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n'est pas significativement différent entre les populations (p = 0.638). Vingt-et-un péres
différents ont été assignés dans les 13 pontes, six d'entre eux étant assignés a 2 pontes
différentes, et un seul a trois pontes. La différence de SVL entre les péres retrouvés dans
une seule ou dans plusieurs pontes est significatif (t = -3.295, p = 0.004). Les peéres
sont significativement plus grands que les autres maéles (t = -2.200, p = 0.030). De plus,
les péres uniques au sein d'une ponte sont significativement plus grands que les autres
péres (t = -2.905, p = 0.008). Au sein de chaque ponte ayant une paternité multiple, les
males les plus féconds sont plus grands (SVL = 46.97 et 45.30, respectivement), mais la
différence n'est pas significative (t = -0.981; p = 0.337). De plus, le nombre de
nouveau-nés engendrés chaque année est corrélé avec la taille du pére (r* = 0.161,
p = 0.038, voir Figure 1).

Le nombre de péres au sein d'une ponte a d'impact ni sur le nombre de nouveau-nés
(r> = 0.039, p = 0.518), ni sur la survie des nouveau-nés a la naissance (r’* = 0.000,
p = 0.945).

Proximité entre les meres et les péres potentiels

Aucune relation significative entre le nombre de nouveau-nés produit par un male et la
date de la premiére capture annuelle (qui donne une indication sur la date de sortie
d'hibernation) (r> = 0.004; p = 0.823) ou avec la distance entre la femelle et le pére
(r> = 0.080; p = 0.138) a été détectée. De plus, la date de la premiére capture annuelle
ne differe pas significativement entre les péres et les autres males (t = -0.597;
p = 0.554).
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Figure 1 lien entre la taille des peres (longueur museau-cloaque SVL) et le nombre de
nouveau-nés engendrés par année (r* = 0.161; p = 0.038)
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Variabilité et similarité génétique entre les couples

L'apparentement (R) entre les couples ayant produits des nouveau-nés n'est pas
différent de I'apparentement entre toutes les paires possibles au sein d'une population
(R = 0.074 et 0.022 pour la population 1, p = 0.301). Aucune relation a pu étre détectée
entre le nombre de nouveau-nés engendré par les péeres et l'apparentement entre les
couples (r> = 0.058, p = 0.217).

Aucune différence d'hétérozygosité ou de moyenne d? entre les péres et les autres males
a été observée (moyenne de I'hétérozygosité = 0.507 et 0.503, p = 0.904; moyenne
d’> = 162.0 et 148.5, p = 0.596); de méme, aucune corrélation entre le nombre de
nouveau-nés et |'hétérozygosité ou la moyenne d*> des péres (transformation
logarithmique, voir Pemberton et al.,1999) a été remarquée (Spearman r = 0.089,
p = 0.570; Pearsonr = -0.123, p = 0.432).

7.6 Discussion

Paternité multiple

La paternité multiple a déja été observée chez les Vipera berus captives, en présence
d'une haute densité de males (Hoggren & Tegelstrom, 1995). Toutefois, notre étude
démontre que la multipaternité intervient aussi dans les populations naturelles, méme si
la densité de péliades est faible (1 adulte/hectare, voir Ursenbacher & Monney, 2003).
Par conséquent, I'hypothése de Nilson & Andren (1982) suggérant que la contraction de
['utérus aprés l'accouplement produite par des sécrétions rénales permettait d'éviter la
fécondation par d'autres males ne peut étre confirmée. La description de ce bouchon
copulatoire a déja été critiquée par Stille et al. (1986). Hoggren & Tegelstrom (1995) ont
démontré que la multipaternité est fréquente lorsque la densité d'animaux est élevée
comme en captivité. Nous confirmons donc que la multipaternité n'est pas évitée par la
présence d'un bouchon copulatoire dans des populations naturelles. Néanmoins, il est
possible que certaines secrétions rénales se produisent, permettant de réduire la
fécondité des accouplements suivants (voir Héggren & Tegelstrom, 2002), mais n'évitant
pas la fécondation. Cependant, le bouchon copulatoire peut avoir un autre réle (voir ci-
dessous).

La multipaternité est évitée pour certaines pontes; dans ces cas, le pére unique est 'un
des plus grands males existant dans la population. Puisque les pontes avec de la
monopaternité sont engendrées par les plus grands males, on peut supposer qu'ils
utilisent une stratégie particuliere: si lI'un des plus grands males trouve une femelle
réceptive, il va rester auprés d'elle pour s'accoupler plusieurs fois et éviter les
accouplements de la femelle avec d'autres males (ce male va gagner tous les combats
puisqu'il est I'un des plus grands). La surveillance post-copulatoire a déja été observée
chez V. berus (Andrén, 1986; Luiselli, 1995). Cette stratégie garantit un nombre
important de nouveau-nés pour ce male; toutefois il doit étre certain que la femelle ne
s'est pas encore accouplée, puisque le premier accouplement induit la plus grande
descendance (Héggren & Tegelstrom, 2002). D'un autre c6té, si un grand male rencontre
une femelle qui s'est déja accouplée, ce male a aucun intérét a rester avec cette femelle
puisque le premier accouplement va induire la plus grande descendance. Par conséquent,
pour appliquer cette stratégie, les gros males doivent pouvoir déterminer s'ils sont les
premiers a s'accoupler; la sécrétion rénale pourrait donc avoir un réle dans le
"marquage" des femelles déja accouplées, permettant ainsi aux males d'adapter leur
stratégie reproductrice.

Toutefois, la plupart des études du comportement reproducteur des Viperidae sont
basées sur I'étude du comportement des males, le choix de la femelle n'ayant jamais été
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observé. Or, chez les oiseaux ou les mammiféres, le partenaire est sélectionné par les
femelles en fonction de I'age, de la taille, de la couleur, ... Quelques observations
préliminaires sur des Vipera aspis femelles en captivité semblent montrer un évitement
de certains males (P. Golay, obs. pers.). Ainsi, il serait intéressant de tester le choix du
partenaire par les femelles.

Influence de la SVL sur la fécondité

Les femelles péliades s'accouplent tous les deux ou trois ans, le sex-ratio des animaux
reproducteurs est donc biaisé (Madsen & Shine, 1993). En conséquent, les males se
battent pour accéder aux femelles et, généralement, le plus grand gagne (Andrén, 1986;
Madsen, 1988; Luiselli, 1993a) et obtient plus de jeunes (cette étude). Néanmoins, les
petits males pourraient subrepticement s'accoupler et ainsi obtenir une descendance
("sneaking males"). Cette étude est la premiéere évaluant la proportion de ces males dans
une population de péliades. Nous avons montré que, bien que les plus petits s'accouplent
et obtiennent des nouveau-nés, seuls les plus grands peuvent obtenir une progéniture
nombreuse ou étre le pére unique d'une ponte (ce qui produit un nombre considérable de
jeunes). Dans quelques rares cas, les petits maéles sont les péres dominants au sein
ponte, probablement lorsque leur accouplement a été le premier, avant de se faire
déloger par un male plus grand. Puisque les petits males ne peuvent éviter que les
femelles s'accouplement avec des males plus grands, ils devraient chercher a multiplier
le nombre d'accouplements afin d'obtenir une plus grande fécondité. Des déplacements
plus importants durant la période de reproduction devraient en découler. Cependant, le
nombre d'accouplements et les déplacements ne sont pas plus élevés pour ces males
dans notre étude. Le faible nombre de femelles réceptives et les grandes distances entre
elles sur notre terrain d'étude sont probablement les causes de la non-détection de cette
stratégie.

Taux de survie et paternité multiple

Au contraire de Madsen et al. (1992) en Suéde et de maniére identique a Capula &
Luiselli (1994) en Italie, nous n'avons pas trouvé de relation entre le nombre de péres et
le taux de survie des nouveau-nés a la naissance. Or, des investigations postérieures sur
la population étudiée par Madsen et collaborateurs ont démontré que le niveau de
diversité génétique était particulierement bas dans cette population (Madsen et al.,
1996) et que l'impact de l'introduction de nouveaux males a conduit a une augmentation
rapide du nombre d'adultes (Madsen et al., 1999; Madsen et al., 2004). A l'inverse, les
populations utilisées dans cette étude ne souffrent pas d'un niveau de diversité génétique
exceptionnellement bas (Chap. 6), probablement comme la population étudiée par
Capula & Luiselli (1994). Ainsi, lorsque les males ont un niveau de fertilité trés bas, la
multipaternité posséde un effet positif sur la survie des nouveau-nés (voir Loman et al.,
1988). En conséquence, la corrélation entre le nombre de pére et le taux de survie des
nouveau-nés intervient uniquement dans les populations possédant une diversité
génétique exceptionnellement faible et/ou une faible fertilité des males.

Evitement de consanguinité et diversité génétique

Chez certaines espéces de lézards, les accouplements entre individus sans lien de
parentés produisent plus de nouveau-nés (Olsson et al., 1996) et les couples se forment
en évitent les partenaires les plus apparentés (Stow & Sunnucks, 2004). De tels
comportements n'ont pas été observés chez les serpents (Weatherhead et al., 2002;
cette étude). Chez les péliades, les femelles ne choisissent pas les méles les moins
apparentés pour s'accoupler et le succés reproducteur des males ne dépend pas de leur
niveau d'hétérozygosité ou de leur variabilité génétique (moyenne d?). Les différentes
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stratégies observées chez les serpents et les |ézards peuvent résulter d'une territorialité
divergente. Les lézards étudiés par Stow & Sunnucks (2004) et par Olsson et al. (1996)
possédent une territorialité importante, alors que les péliades et les couleuvres
aquatiques américaines (Weatherhead et al., 2002) ne montrent aucun comportement de
territorialité et s'accouplent au hasard. Les espéces sans forte structuration interne (telle
gu'induite par une territorialité marquée chez les lézards) n'ont pas besoin d'éviter la
consanguinité puisque les mouvements au sein de la population sont suffisants pour
garantir des accouplements au hasard.

Cette étude a démontré que les plus grands males de péliades ne gagnent pas seulement
les combats pour accéder aux femelles mais sont aussi les péres de la majorité des
nouveau-nés. De plus, il a été montré que les paternités multiples étaient fréquentes
dans la nature, méme avec une faible densité d'animaux. Finalement, aucun évitement
de consanguinité ou de sélection pour une variabilité génétique plus importante a pu étre
détecté chez les vipéres, probablement a cause d'une territorialité nul chez les serpents.
Néanmoins, I'impact du comportement sexuel des femelles étant fortement sous-estimé
dans les études sur les reptiles, les prochaines investigations devraient étre conduites sur
le choix des femelles afin d'évaluer si elles sélectionnent leurs partenaires.
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CONCLUSION ET IMPLICATION POUR LA
PROTECTION DES ESPECES




Chapitre 8: Conclusion et implications pour la
protection des espéces

8.1 Phylogéographie des vipéres européennes

Par leur capacité de survivre dans des refuges de taille limitée (quelques km? suffisent a
maintenir une population de vipéres pendant plusieurs centaines d'années), ainsi que par
leur faible capacité de dispersion (informations confirmées par cette étude, voir Chap. 6),
les viperes semblent étre des animaux idéaux pour la localisation des différents refuges
utilisés par les espéces animales durant les derniéres glaciations, ainsi que les routes de
recolonisation. Les résultats obtenus dans ce travail démontrent ['utilisation des refuges
principaux déja connus (voir Taberlet et al. 1998; Hewitt 2000), tels que I'Espagne
(V. aspis), I'Italie (V. aspis et V. berus) et les Balkans (V. ammodytes et V. berus), mais
prouvent aussi |'utilisation de nombreux autres refuges (sud de la France, nombreux
refuges dans les Balkans, refuges nordiques), probablement de taille plus réduite. Le
"micro-refuge" francais n'avait pas encore été mis en évidence pour les vertébrés
terrestres, mais l'avait déja été pour des plantes et des invertébrés. La diversité au sein
de la péninsule balkanique est plus inattendue, bien que sa géographie complexe et
I'impact plus faible des glaciations (Tzedakis et al. 2002) pouvaient laisser entrevoir une
diversité considérable. Ce grand nombre de refuges pourrait expliquer la forte diversité
chez de nombreuses espéces, comme les tritons par exemple (Arntzen & Wallis 1999).
Malheureusement, la phylogéographie des espéces balkaniques est encore trés
sommaire, et seules quelques études générales sont disponibles. Comme ces micro-
refuges devaient étre limités a des surfaces réduites, peu de mammiféres ont pu y
survivre durant les derniéres glaciations. L'espéce la plus nordique, la péliade, présente
aussi une structuration importante, mettant en évidence des refuges au Nord des Alpes.
Néanmoins, notre étude n'a pas pu localiser ce ou ces refuges. Ainsi, ce travail a permis
de confirmer que les vipéres (et trés probablement les reptiles de maniére générale) sont
d'un grand intérét pour la détermination des micro-refuges (ou refuges cryptiques)
utilisés par les espéces animales et pour obtenir des informations biogéographiques
pertinentes. De plus, ces reptiles ont montré une grande diversité génétique, plus
importante que pour la majorité des espéeces étudiées en Europe. Cette diversité est
probablement due, a nouveau, a leur faible dispersion et a leur possibilité de survivre
dans des zones limitées, confirmant ainsi les hypothéses décrites ci-dessus.

La grande diversité génétique observée chez les vipéres devrait conduire a la
détermination de nombreux ESU et probablement conduire a des modifications de la
taxonomie. Ainsi, la combinaison d'études génétiques et morphologiques chez la péliade
permet de démontrer que, chez cette espece, peu de différences morphologiques
apparaissent entre les clades génétiques malgré leur ancienne séparation (environ 1.5
Myr). Cette absence de différenciation morphologique flagrante ne permet pas d'affirmer
qu'une nouvelle sous-espece de péliade peut étre définie, bien que les groupes soient
génétiquement bien différentiés. Concernant la vipére aspic, les résultats de la génétique
confirment la taxonomie de cette espéece a l'exception de V. a. atra et contredit les
hypothéses de Zuffi (2002). Les travaux récents de Golay (2005) démontrent que
V. a. atra n'est qu'un écotype de V. a. aspis adapté aux conditions montagneuses. La
combinaison des études génétiques et morphologiques permet donc de mettre en
synonymie V. a. aspis et V. a. atra malgré les travaux de Garrigues et al. (2005).
Concernant la vipére ammodytes, les analyses génétiques démontrent une diversité
génétique considérable avec la détermination d'au moins 7 (mais plutét 10) clades bien
définis et séparés avant le Pléistocéne. Or, les études morphologiques actuelles ne
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permettent pas de trouver des différences morphologiques entre ces clades. Les résultats
génétiques vont conduire a des analyses morphologiques plus fines sur I'entier de I'aire
de réparation de l'espéce afin de chercher d'éventuelles différences morphologiques qui
pourraient conduire a la révision compléte de la systématique de cette espéce.
Néanmoins, et comme pour la péliade, on observe une plus grande différenciation
génétique que morphologique, avec la détermination de groupes "cryptiques". Afin de
conserver un maximum de diversité génétique au sein de ces taxa, les résultats
génétiques devront influer sur la conservation de ces espeéces.

La mise en évidence de ces nombreux groupes génétiques chez les différentes espéces
devrait conduire a des modifications du statut de protection de ces espéces. Pour |'aspic,
la disparition de V. a. atra en tant que sous-espéce pourrait conduire la Suisse (ce taxon
n'étant présent pratiqguement que dans ce pays) a modifier ses mesures de protection;
en effet, la vipére aspic des Alpes (V. a. atra) est actuellement considérée comme peu
menacée, alors que V. a. aspis de plaine est extrémement vulnérable. La mise en
synonymie de ces deux sous-espéces pourrait donc modifier la liste rouge des reptiles de
Suisse. Au contraire, la détermination d'un clade italien de vipére péliade va modifier son
degré de menace et devrait impliquer une protection particuliere du clade italien qui est
localisé sur une surface limitée (nord de I'Italie, extréme sud-est de la Suisse, le sud de
I'Autriche et le nord-est de la Slovénie). En Suisse, la séparation en 2 taxa différents
aboutira a une protection différenciée (listes rouges 2005) entre les populations du Jura,
des Préalpes et des Alpes centrales qui sont particulierement menacées alors que les
populations du clade italien, localisées en Engadine et sa périphérie, sont moins
menacées malgré une surface occupée plus faible (en raison d'une forte densité et d'un
degré de destruction plus faible de son habitat). Globalement, le clade italien est
particulierement menacé puisque ce clade est en concurrence directe avec d'autres
especes de vipéres dans une grande partie de son aire de répartition (V. aspis en Italie et
V. ammodytes en Italie, en Autriche et en Slovénie). Finalement, afin de protéger au
mieux la péliade, la zone de contact entre ces deux clades devrait étre définie en Suisse,
en Autriche et en Slovénie. Pour cela, l'utilisation combinée de marqueurs
mitochondriaux et nucléaires permettrait de déterminer aisément les zones de contact et
d'introgression. Pour la vipere ammodytes, peu d'implications directes pour la protection
peuvent étre effectuées pour l'instant. En effet, bien qu'il soit important de protéger les
différents groupes génétiques distincts, des analyses morphologiques complémentaires
sont nécessaires afin d'établir si des groupes distinguables existent, lesquels pourraient
alors étre protégés de maniére différenciée.

Ainsi, les résultats obtenus dans les Chapitres 2 a 4 démontrent une importante
différenciation génétique chez les vipéres qui va impliquer une révision profonde pour la
majorité des clades. De plus, par ses caractéristiques, ce groupe démontre un grand
intérét pour la description des refuges et des routes de recolonisation de la fin du
Pléistocéne et du Quaternaire.

8.2 Structuration génétique des viperes péliades et paternité

De nombreuses populations de vipéres péliades ont disparu en Suisse durant les 50
derniéres années. En effet, plusieurs sites référencés dans les banques de données du
KARCH (entre autres les observations de E. Kramer entre 1940 et 1980) n'abritent
actuellement plus de péliades. Ces zones ont été parcourues a de nombreuses reprises
par J.-C Monney depuis 1992 dans le cadre de l'inventaire des reptiles du Jura vaudois
(Perret et al. 2002) ou par moi-méme en 2003-2004 lors de l'actualisation des listes
rouges. De plus, une analyse SIG a été réalisée par Métral (2001) dans le Massif
jurassien afin de déterminer quels étaient les sites potentiels pour cette espéce; les
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milieux les plus favorables ont ensuite été explorés a plusieurs reprises sans découvrir
d'indice de présence de l'espéce. En plaine et a faible altitude, la disparition de la vipére
péliade est probablement naturelle car elle découle de I'élévation de la température
depuis la fin du petit &ge glaciaire (il y a 200-300 ans) et de la concurrence avec la
vipére aspic. Pour le Massif jurassien, ces parameétres ne sont pas valides car la
température est suffisamment faible pour le maintien de la péliade et la concurrence
avec l'aspic n'est pas encore apparente. De plus, aucune raison environnementale ne
peut étre avancée pour expliquer les disparitions locales de populations puisque Métral
(2001) n'a pas trouvé de différences significatives entre les sites ol I'espéce est encore
présente et les sites d'ou elle a disparu. En conséquence, plusieurs hypothéses
expliquant ces extinctions peuvent étre envisagées:

1° Impact direct de I'"homme:

Les destructions volontaires pratiquées durant le XIX®™ et XX°™ siécle ont probablement
fait disparaitre de nombreuses populations. Bien que ces destructions précédent les
relevés du KARCH, elles ont considérablement fragmenté la distribution de I'espéce et
ont, a certains endroits, probablement réduit le nombre d'individus a un nombre trop
faible pour que ces populations puissent survivre a moyen terme; en conséguence, ces
populations ont encore été observées durant le milieu du XX®™® siécle, mais sont
actuellement éteintes. De plus, des destructions trés locales (par exemple I'acharnement
d'un amodiateur a la destruction des vipéres bien que légalement protégées) ou des
prélévements par des terrariophiles peuvent conduire une population a disparaitre.
D'aprés des simulations effectuées par Ursenbacher (1998), la destruction ou le
prélevement régulier de quelques animaux adultes conduit irrémédiablement a la
disparition de la population. En plus de cet impact direct, les disparitions peuvent aussi
avoir des raisons indirectes, comme lI'entretien trop important des lisiéres, la coupe de
tous les buissons, la destruction ou le colmatage des murets, la fauche de I'herbe et/ou
le broutage intensif. Cet entretien, souvent encouragé par les propriétaires des terrains,
a pu conduire certains paturages a devenir défavorables aux serpents, induisant la
disparition des populations de péliades.

2° Effet démographique:

Les anciennes petites populations, le plus souvent isolées, ont pu évoluer de maniéres
différentes; suivant leur taille, le nombre d'animaux a pu fluctuer de maniére
considérable, jusqu'a atteindre un nombre trop faible pour le maintien de la population.
Le risque de disparition d'une population étant directement lié a sa taille, les populations
qui se seraient maintenues jusqu'a nos jours sont probablement les plus importantes.
Mais le hasard peut aussi avoir fait se maintenir quelques populations de petite taille.

3° Impact de la génétique:

L'isolement plus ou moins important des populations de péliades a conduit celles-ci a
évoluer génétiquement de maniere distincte. Suivant la taille de la population, le niveau
de la migration entre les populations et des événements stochastiques, la dérive
génétique a été plus ou moins forte. La disparition de la diversité génétique dans
certaines populations pourrait étre a l'origine de leur disparition par baisse de la
fécondité, comme observé a Smygehuk (Suéde) (Madsen et al. 1996). Comme les
péliades sont philopatriques et que les déplacements sont trés faibles méme entre des
populations proches (voir Chap. 6), la diversité génétique est donc difficilement
augmentée par la migration naturelle. De plus, ces comportements ne favorisent pas la
colonisation de nouveaux sites ou la recolonisation.

Ces trois hypothéses ne sont pas exclusives. En effet, les deux derniéres sont souvent
liées, puisque la diminution du nombre d'animaux pour des raisons démographiques va
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augmenter la consanguinité, et donc diminuer la diversité génétique, laquelle va induire
une diminution du nombre des effectifs, faisant entrer la population dans une spirale
(vortex) conduisant & sa disparition. D'un autre coté, la 1% hypothése peut aussi avoir
eu un impact sur le nombre d'animaux dans une population donnée, conduisant celle-ci a
subir les phénomeénes des deux autres hypothéses.

Afin de protéger au mieux les populations relictuelles, il faut veiller a ce que les
paramétres avancés par la 1 hypothése ne puissent plus intervenir. En effet, les
vipeéres sont actuellement protégées, mais les destructions volontaires sont encore
nombreuses. Or, I'impact de la disparition d'une femelle gestante (les animaux les plus
vulnérables car les plus exposés) est considérable sur la survie d'une population a long
terme (Ursenbacher 1998). Quant aux paramétres stochastiques, il est possible de les
suivre, mais impossible de les maitriser; seule I'augmentation de la surface utilisable par
les vipéres, l'augmentation des proies et la diminution des risques de prédations
permettraient de diminuer les risques de disparition. Des mesures d'aménagement
comme l'entretien favorable des lisiéres (voir Ursenbacher 1998), le maintien de murs en
pierres seches, de tas de pierres et de zones buissonnantes et a hautes herbes (zones
peu paturées, pas engraissées et peu entretenues) devraient permettre d'améliorer les
sites actuels. Puisque la majorité des populations de péliades vivent actuellement dans
des zones entretenues par les agriculteurs, ces aménagements devraient leur étre
suggérés.

Au niveau génétique, les populations étudiées ne semble pas montrer une richesse
allélique particulierement basse. De plus, aucune diminution de la survie des juvéniles
n'a pu étre observée (comme observé par Madsen & Shine 1996), il est donc probable
que les sites étudiés ne souffrent pas de consanguinité. Néanmoins, certaines
populations possédent une diversité génétique légérement plus faible que les plus
grandes populations jurassiennes et alpines (PM dans le Jura, DL dans les Préalpes, cf.
Chap. 6), ces sites devraient donc étre surveillés en priorité. En effet, la disparition de
80% des effectifs en 10 ans sur le site suivi par Madsen et collaborateurs démontre la
rapidité de I'extinction d'une population. En conséquence, les populations résiduelles de
péliades devraient étre continuellement surveillées afin de suivre d'éventuelles
diminutions drastiques telles qu'observées en Suéde. Si une décroissance des effectifs
est observée sans qu'une modification environnementale n'en soit la cause, des raisons
génétiques pourraient étre envisagées. La réintroduction d'animaux serait alors
envisageable afin d'éviter la disparition de la population. Dans un complexe de
populations interconnectées (méta-population), la disparition de certaines populations est
compensée par la colonisation de nouveaux sites et la recolonisation d'habitats ou
I'espéce a disparu. Les péliades étant des animaux peu mobiles, le taux de recolonisation
est réduit. De plus, la fragmentation et I'isolement induits par I'homme réduisent aussi ce
taux. L'intervention humaine est donc actuellement le seul moyen pour augmenter la
diversité génétique au sein de la plupart des populations. Le cas école de Madsen et
collaborateurs (Madsen et al. 1999; Madsen et al. 2004) démontre que l'introduction
d'une vingtaine de males apporte une diversité génétique suffisante au maintien de la
population. En conséquence, l'intervention humaine, méme si elle comporte des risques
(voir ci-dessous) devrait étre tentée lorsque tous les paramétres suggerent que la
population va disparaitre. Néanmoins, ces lachés devraient étre réalisés avant la quasi-
extinction de la population (les chances de succés du laché sont alors trop faibles), mais
quand les effectifs de la population diminuent régulierement depuis une dizaine années.
Finalement, des réintroductions dans les zones ou l'espéce a disparu devraient étre
testées puisque I'émigration semble trés limitée. Cependant, plusieurs conditions
préalables doivent étre remplies avant les réintroductions:
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» Les effectifs des populations-cibles devraient étre en régression réguliere depuis une
dizaine d'années sans que des facteurs environnementaux ou humains (destructions,
prélévements) puissent étre mis en cause;

* Les animaux introduits devraient provenir d'une population géographiquement et
génétiquement proche. Il est évident que des animaux élevés en captivité provenant
de populations diverses ne seraient pas adaptés, risqueraient de transmettre des
maladies ou d'introduire des geéenes non adaptés (outbreeding depression) et
fragiliseraient encore plus la population-cible.

L'introduction d'animaux provenant de plusieurs populations pourrait apporter une
plus grande diversité génétique; par contre, les risques d'importation de maladies
seraient également accrus;

* Une réflexion approfondie sur la détermination des meilleurs candidats a la
réintroduction (et leur nombre) devrait étre entreprise. En effet, plusieurs classes
d'dges peuvent étre réintroduites avec des objectifs différents: des males (dans le but
d'apporter de la variabilité génétique, cf. Madsen et al. 1999), des femelles gestantes
(pour introduire des nouveau-nés qui seraient directement imprégnés par leur nouvel
environnement), des nouveau-nés (apres le maintien en captivité des femelles en
milieu clos) ou des subadultes (juste avant leur premiére reproduction, afin d'éviter
I'importante mortalité des juvéniles). Néanmoins, toutes ces stratégies comportent
des avantages et des inconvénients et leurs impacts sur la (les) population(s)
prélevée(s) et sur la survie des animaux introduits sont trés variables. Des simulations
démographiques devraient permettre de mieux préparer ces introductions en
augmentant les chances de succés et en limitant les risques pour la (les)
population(s)-source(s);

* Les animaux lachés devraient étre marqués et génotypés afin d'étre reconnus et de
pouvoir quantifier leur apport individuel dans la future population;

e Un suivi rigoureux durant au moins 2 générations (10-15 ans) devrait étre exécuté
afin d'évaluer le développement de la population-cible et de la (les) population(s)-
source(s), d'évaluer I'impact du laché sur la diversité génétique et d'obtenir ainsi un
maximum d'informations pour d'autres ré-introductions.

En conclusion, cette étude a permis d'établir que les vipéres possédent une structuration
génétique importante, aussi bien sur l'entier de leur aire de répartition qu'au niveau
populationnel. Cette structuration résulte de deux paramétres importants pour ces
espeéces: une faible dispersion et la possibilité de survivre sur de petites zones pendant
de longues périodes. De maniere générale, cette forte séparation semble se retrouver
chez de nombreuses espéces de Viperidae vivant dans les milieux tempérés, seule I'étude
de Jaggi et al. (2000) démontrant le contraire. L'analyse des populations de cette espece
a 'aide de marqueurs microsatellites devrait étre entreprise pour confirmer les résultats
obtenus avec des RAPD, la vipére aspic étant aussi particulierement menacée en plaine.

8.3 Perspectives

La phylogéographie de plusieurs espéces de vipéres européennes a montré son grand
intérét pour la détermination des zones refuges utilisées durant le Pléistocene. L'étude
phylogéographique des autres espéces du genre Vipera (plus particulierement V. latastei
et V. ursinii) devrait conduire a une meilleure compréhension de la diversité des refuges
espagnols (V. latastei et V. seoanei) et paléarctique (V. ursinii). De plus, la phylogénie du
genre Vipera s.s. devrait étre réalisée avec l'intégralité des especes. Les travaux
préliminaires de Garrigues et al. (2005) et de Joger et al. (2003) demandent a étre
confirmés et complétés par I'étude d'un nombre de génes supplémentaires. Ce travail

106



permettrait aussi de mieux comprendre les phénomeénes de colonisation, de disparition et
d'interaction des Viperidae dans la zone Paléarctique depuis l'arrivée des vipéres en
Europe (Mioceéne).

La considérable diversité observée dans le refuge balkanique indique que d'autres études
de phylogéographie sur les reptiles ou d'autres espéces a faible dispersion devraient étre
conduite dans cette région. Elles permettraient de comprendre la richesse spécifique
observée dans cette région, tout comme les études phlylogéographiques effectuées dans
la péninsule Ibérique ont permis de comprendre la diversité génétique présente dans
cette zone.

Les résultats obtenus dans cette thése ont permis de mettre en évidence un clade italien
insoupconné chez V. berus. Néanmoins, la délimitation précise de la zone de contact
entre les deux clades n'a pas été localisée et aucune différence morphologique flagrante
n'a pu étre mise en évidence. Or, la résolution de ces deux aspects est nécessaire a une
protection plus efficace de cette espéce. Ainsi, des mesures morphologiques
complémentaires devraient étre entreprises sur un nombre plus élevé d'animaux alors
que des analyse génétiques devraient étre réalisées dans les zones de contact (les
Grisons et en Autriche) pour déterminer précisément la localisation des deux groupes
génétiques. En complément, les analyses sur les zones de contact permettraient
d'estimer le déplacement des animaux, d'évaluer le niveau d'introgression entre les
groupes et de comprendre la dynamique de recolonisation de cette espéce.
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Chapitre 9: Annexes

Annexe 1

échantillons de Vipera ammodytes utilisés dans cette étude
espece localisation pays code
V. a. ammodytes Friaul, Musi Italie 12
Velenje Slovenie Sl1
Maribor Slovenie S12
Huda luknja — Ctajerska Slovenie S13
Ljubljana, Javor Slovenie Sl4
Sneznik Slovenie S15
Rovinj Croatie Crl
Krk Island Croatie Cr2
Bokanjac - Zadar Croatie Cr3
Zadar Croatie Cr4
Mosor Mt. Croatie Cr5
Omis Croatie Cr6
near Dubrovnik Croatie Cr7
Vaganac River Canyon Bosnie Bol
Stubice hill — Valjevo Serbie Sel
Uvac River Canyon — Zlatar Mt. Serbie Se2
Lisina spring — Beljanica Mt. Serbie Se3
village Brzece — Kopaonik Mt. Serbie Se4
Cumanska River — Medveca Serbie Se5
village Brod — Crna Trava Serbie Se6
village Tepca —Tara River Canyon Montenegro Mol
Mrtvica River Canyon Montenegro Mo?2
Cetinje Montenegro Mo3
Budva Montenegro Mo4
Skadarsko lake Montenegro Mo5
village Kaluger - Belogradcisko Bulgarie Bul
V. a. gregorwalneri Friesach Autriche Aul
Carinthia, Friesach Autriche Au2
Carinthia, Frantschach Autriche Au3
V. a. ruffoi Bozen Italie It1
V. a. meridionalis Crnovska River — Trgovicte Serbie Sr7
Nov Dojran Macédoine Mal
Vlore Albanie All
Corfou Grece Grl
Igoumenitsa Grece Gr2
near Joannina Grece Gr3
Prespa lake Grece Gr4
Olymp Grece Gr5
Chalkidiki Grece Gr6
Olymp, Damasi Grece Gr7
Mont Ossa Grece Gr8
Lamia Grece Gr9
Nafpaktos Grece Grl10
North Evvia Grece Grll
Basin of Feneos Grece Grl2
Kiparissia Grece Grl3
Lakonia, Kardamili Grece Grl4
Siros Grece Grl5
Tinos Grece Grl6
Naxos Grece Grl7
Tos Grece Grl8
Sapanca Turquie Trl
Vil. Sivas nordh Zara Turquie Tr2
V. a. montandoni village Sadovec - Plevensko Bulgarie Bu2
village Nadezden - Harmanlijsko Bulgarie Bu3
North costal area Bulgarie Bu4
Carevo Bulgarie Bu5
Ahtopol Bulgarie Bu6
V. a. transcaucasiana Aralik Turquie Tr3
Kura valley Arménie Arl
V.berus Massif jurassien Suisse outgroup
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Annexe 2

de contrdle (CR) de ' ADN mitochondrial.

Spécimens de Vipera aspis utilisé dans cette étude, avec la désignation de 'haplotype de la région

Taxon Localité Collection haplotype

V. aspis aspis  Val Bregaglia (Suisse) IE-LBC H1
Val Bregaglia (Suisse) IE-LBC H1

Jura vaudois (Suisse) IE-LBC H1

Geneve (Suisse) IE-LBC H1

Balm (Suisse) S. Dummermuth H1
Mont-Saint-Quentin, Loraine (France) IE-LBC H1

Saint Sauveur en Rue, Massif Central (France) IE-LBC H1

Massif du Pilat (France) IE-LBC H1

Prapic, Haute Savoie (France) IE-LBC H1

Vendée (France) O. Lourdais H1

Mont de 1'Hortus, Hérault (France) IE-LBC H1

Cabrials, Hérault (France) M. Cheylan, BEV. 7794 H1

La Choumette, (France) E. Lasne H1
Cournonterral (France) M. Cheylan H1

Mont Ventoux (France) IE-LBC, J. Garzoni H1

Hospitalet du Larzac (France) M. Cheylan; BEV-845 H2

Breil sur Roya, Alpes Maritimes (France) IE-LBC H3

Vendée (France) O. Lourdais H4

Orcieres, Hautes Alpes (France) IE-LBC H5

V.a.atra Kandersteg (Switzerland) IE-LBC H1
Grimentz (Suisse) IE-LBC H1

Ritorto, Val Bavona (Suisse) IE-LBC H1

Val Bedretto (Suisse) J. Garzoni H1

Chapelle d'Abondance, Haute Savoie (France) IE-LBC H1

Cormet de Rosland, Savoie (France) IE-LBC H1

Gressoney, Val d'Aosta (Italie) MZUF 30520 H1
Piedicavallo, Biella (Italie) IE-LBC H6

V.a. zinnikeri  Pancarbo, Burgos (Espagne) IE-LBC H7
Camales, La Rioja (Espagne) IE-LBC H7

Soria (Espagne) A. Meyer H7

Soria (Espagne) A. Meyer HS8

Emiron du Larzac, Gard (France) IE-LBC H9
Caune de Blandas, Gard (France) IE-LBC H10

Alt Aneu, Catalunya (Espagne) MZB98-1468 H11
Lescu, Pyrenees (France) IE-LBC H12

Val de Ter, Catalunya (Espagne) IE-LBC H13
Pyrénées Atlantiques (France) R. Rossoux, RE H14

V.a. franscisiredi Macerata, Marche (Italie) MZUF 38298 HI15
Trento, Trentino Alto-Adige (Italie) MZUF 31765 H16
Gran Sasso (Italie) IE-LBC H16

Populonia, Toscana (Italie) IE-LBC H17

Monte Vemtasso (Italie) S. Mazzotti, MCSNF H17

Lago Brasion (Italie) S. Mazzotti, MCSNF H17

Arzo (Suisse) IE-LBC H17

Arzo (Suisse) IE-LBC H17

Cantello, Varese (Suisse) M. Cocquio H17

Val Poschiavo (Suisse) IE-LBC H17
Livergnano, Pianoro (Italie) RE0282 HI18
Alpi Apuane (Italie) IE-LBC H19
V.a. hugyi Sila Grande (Italie) M.A. L. Zuffi H20
Monte Pollino, Calabria (Italie) J.-M. Pillet H21

Monte Pollino, Calabria (Italie) IE-LBC, Garzoni H21
Trebisacce, Calabria (Italie) J.-M. Pillet H21

V. ammodytes

V. latastei
V. berus

Selo Brod — Crna Trava (Serbie)

Ribeira de Mongao, Terras Bouro (Portugal)
Vallée de Joux (Suisse)

L. Tomovic, S. Tome &
J. Crnobrnja-Isailovic
BTVS 02-0718

IE-LBC

Note: acronymes des instituts et des Musées: IE-LBC = Institut d'Ecologie — Laboratoire de Biologie de la
Conservation, Lausanne (Suisse) ; MCSNF = Museo Civico di Storia Naturale di Ferrara (Italie); BTVS = Banco
de Tecidos de Vertebrados Selvagens — Instituto da Conservagao da Natureza, Gerés (Portugal); MZUF = Museo
Zoologico Universita di Firenze (Italie); RE =Muséum d'Histoire Naturelle de La Rochelle (France);
MZB = Museu de Zoologia de Barcelona (Espagne); BEV = EPHE Biologie & Ecologie des Vertebrés,
Monpellier (France).
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Annexe 3: échantillons de Vipera berus utilisés dans cette étude. Le code de la population (correspondant a
ceux utilisés dans la Figure 1 et la Figure 2), le collecteur ou la collection et 1'haplotypes de la

région de contrdle (CR) et du cytochrome b (cyt. b) sont indiqués. (n = nombre d'animaux dont la

région de contréle a été séquencée).

Taxon Code def la Localisation Collecteur / collection CR cyt. b
population
V. b. berus Svl 1 Krma, Slovénie ML 3501 H30 J36
Sv2 1 Jelendol, Slovénie ML 5460 H32 J38
Aul 1 Vorarlberg, Autriche D. Huber H2 I3
Au2 1 Zederhaus, Autriche IE-LBC collection H33 J39
Au3 1 Puchberg a. Schneeberg, Autriche IE-LBC collection H34 J40
It1 1 Pontebba, Italie MCSNLU V 1228 H28 J33
1t2 1 Val Cimoliana, Italie MCSNF RE0209 H31 J37
1t3 1 Ugorizza, Italie Y. Surget H30 J35
Chl 6 Vallée de Joux Switzerland IE-LBC collection H1 J1
Ch2 5 Préalpes fribourgoises, Switzerland IE-LBC collection H3 J4
Ch3 4 Uri, Switzerland IE-LBC collection H4 J5
Ch4 1 Sils, Switzerland IE-LBC collection H28
Ch5 5 Pontresina, Suisse IE-LBC collection H28, H29 J32,134
Frl 1 Massif Central, France G. Thierry H1 J2
Fr2 1 Massif Central, France G. Thierry H1
Fr3 1 Paimpont, France B. Heulin H5 J6
Fr4 1 Ardennes, France G. Thierry H5
Ne 1 Putten, Pays-Bas ZMA 12133, Amsterdam H8 J9
Brl 1 Bangor, Pays-de-Galles R. Thorpe H6 J7
Br2 1 Pays-de-Galles R. Jones H7 I8
Ge 1 Fulda, Allemagne U. Joger H9 J13
Czl 1 Hranicna, Rép. Tcheque D. Modry H10 J14
Cz2 1 Hradec Kralove, Rép. Tchéque ML 3675 H8 J10
Skl 1 Skalité, Slovaquie D. Modry H15 J18
Sk2 1 Vihorlat Montain, Slovaquie Y. Surget H24 J28
Po 1 Ustrzyki Dolne, Pologne R. Maslak H23 127
Rol 2 Apuseni Montain, Roumanie 1. Ghira H25
Ro2 1 Oradea, Roumanie I. Ghira H25 J29
Ro3 1 Chirui, Roumanie L. Krecsak H26 J30
Ro4 1 Cirta, Roumanie L. Krecsak H27 J31
De 1 Fyns Hoved, Danemark EBC collection H11 J15
Nol 1 Kvannes, Norvege EBC collection H8
No2 1 Ertvaggya, Norvége Hans Olsvik H12 J16
Swl 1 Grebbestad, Suede EBC collection HS8 J11
Sw2 1 Mora, Suede EBC collection H13 J17
Sw3 1 Léangalma, Suede EBC collection H8 J12
Sw4 1 Ligga, Suede EBC collection H8
Sw5 1 Staffans, Suéde EBC collection H14
Fil 1 Karhujirvi, Finlande EBC collection H16 J20
Fi2 1 Himeenlinna, Finlande EBC collection H16 J21
Fi3 1 Polvijarvi, Finlande S. Paasanen H17 J22
Fi4 1 Overmark, Finlande EBC collection H16
Fi5 1 Oulunsalo, Finlande EBC collection H18
Es 1 Hiumaa, Estonie P. Ernits H16 J19
Rul 2 Shulgino, St Petersburg Prov, Russie ZISP 20862421 H16, H19 J23
Ru2 2 Dedilovskie Vysetki, Tula Prov., Russie ZISP 21098#87/06177 H16, H20 J24
Ru3 2 Altai, Russie N. Ananjeva H17, H21 J25
Ru4 1 Krasnoyarsky Kroy, Russie ZISP18310, St Petersburg H22 126
V. b. bosniensis Bol 1 Bihac, Bosnie ML 3622 H36 J42
Bo2 1 Slavonski Brod, Bosnie ML 3621 H37 J43
Bo3 1 Treskavica, Bosnie ML 3882 H35 J41
Mo 1 Bjelasica mountain , Montenegro L. Tomovic & J. H38 J44
Crnobrnja-Isailovic
Sel 1 Kopaonik mountain, Serbie L. Tomovic & J. H39 J45
Crnobrnja-Isailovic
Se2 1 Stara Planina mt., Serbie L. Tomovic & J. H40 J46
Crnobrnja-Isailovic
Bul 1 Vitoshe Mountain, Bulgarie A. Westerstrom H41
Bu2 1 Pirin Mountain, Bulgarie A. Westerstrom H43 J48
Bu3 1 Stara Planina, Bulgarie A. Westerstrom H43
Bu4 1 Musala Mountain, Bulgarie A. Westerstrom H42 J47
V. b. sachalinensis Ru5 1 Khabarovsky Kroy, Russie ZISP 18635, St Petersburg H44 J49
Ru6 1 Yuzhno-Sakhalinsk, Russie ZISP 20282, St Petersburg H45 J50
V. seoanei 1 Espagne T. Durand
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Note: acronymes des Muséums et des Instituts: ML, Prirodosloveni Muzej Slovenije, Ljubljana (Slovénie); IE-
LBC, Institut d'Ecologie — Laboratoire de Biologie de la Conservation, Lausanne (Suisse); MCSNLU, Museo
Cantonale di Storia Naturale, Lugano (Suisse); MCSNF, Museo Civico di Storia Naturale di Ferrara (Italie);
ZMA, Zoological Museum of Amsterdam (Pays-Bas); EBC, Department of Conservation Biology and Genetics,
Evolutionary Biology Centre, Uppsala (Suéde); ZISP, Zoological Institute of St Petersburg (Russie).
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Annexe 4: résultats de 1'analyse des 13 loci microsatellites étudiés pour les 16 populations en Suisse et en
France, avec le numéro de 1'animal, son sexe et site ou il a été capturé (code de la population, voir

Chap. 6).
No sexe Pop. A8 All Bl B2 B'9 B10 B'10 BI8 D6 D10 DI2 D13 DI7
1 male_ Chl_202 202 146 148 181 183 219 219 299 299 220 220 263 286 132 140 263 278 288 294 100 103 316 316 189 195
2 male  Chl 202 202 148 150 183 183 209 219 299 337 220 220 266 282 136 140 263 272 294 297 103 103 328 328 189 198
5 femelle Chl 202 202 146 148 183 183 219 219 299 337 220 234 263 286 132 134 269 278 294 297 100 100 310 310 165 201
7 femelle Chl_ 202 204 150 150 181 181 209 219 337 337 220 248 263 282 134 138 278 315 294 306 103 103 316 316 189 192
14 femelle Chl_ 202 206 146 148 181 181 219 219 299 299 220 220 263 286 132 132 263 275 297 312 100 100 334 334 189 189
15 male Chl 202 202 148 148 181 183 209 219 299 299 220 220 263 286 132 132 269 269 288 294 103 103 298 310 162 198
16 femelle Chl_ 202 202 148 150 181 183 219 221 299 299 220 220 263 266 132 132 278 278 294 297 100 100 328 328 165 189
17 femelle . Chl. 202 202 146,150 21972197299 299 220 220 263 286 134 138 263 278 294 297 100103 328 328 192 192
25 femelle Chl 202 204 146 148 183 183 219 219 337 337 218 218 263 263 132 132 278 281 294 303 100 103 310 310 189 201
30 femelle Chl 202 202 148 150 183 183 219 219 299 299 220 220 263 266 132 136 269 269 294 204 103 103 328 328 192 198
32 femelle Chl 202 202 146 148 183 183 219 219 299 299 220 220 263 266 132 140 263 263 288 294 100 103 316 316 192 198
47 femelle Chl 202 202 146 150 183 183 219 219 299 299 220 246 263 286 140 140 269 278 288 297 100 103 310 310 192 198
48 femelle Chl 202 204 148 148 181 181 219 219 299 337 220 220 266 286 136 136 263 287 294 294 103 103 310 310 165 192
56 femelle Chl 202 202 148 150 183 183 219 219 299 299 220 220 263 263 140 140 272 278 294 312 100 103 334 334 192 192
57 male  Chl 202 202 148 148 183 183 217 219 337 337 220 246 263 266 132 132 263 278 294 297 100 103 307 310 192 198
58 femelle. Chl_ 202 204 146 148 181 181 219 219 299 337 220 220 263 263132 132 278 278 288 294 100100 310 310 189 189
59 femelle  Chl 202 202 146 146 181 181 219 219 299 299 220 220 266 282 132 140 263 263 294 297 103 103 334 334 189 198
62 male  Chl 202 202 146 148 181 181 219 219 299 299 220 220 263 286 132 140 263 278 288 297 100 103 310 328 192 201
64 juv.male Chl 204 204 144 148 181 183 219 219 299 337 220 220 263 286 132 132 278 278 297 312 103 103 307 310 189 189
66 femelle Chl 204 204 146 150 181 181 219 219 299 200 220 248 263 282 132 140 269 315 312 312 103 103 316 316 189 192
68 male Chl_ 202 204 150 150 183 183 219 219 299 339 220 220 266 286 132 140 263 263 294 312 100 103 316 334 165 192
69 femelle Chl 202 204 144 148 183 183 217 219 337 337 220 246 263 268 126 132 278 278 294 207 100 103 307 307 165 189
74 male  Chl 202 204 148 148 181 181 209 219 299 299 220 220 263 263 122 140 278 278 288 294 100 103 310 328 162 198
78 male_ Chl_ 202 204 150150 181 181 209 219 339 339 220 248 263 282 132 140 278 315 294 306_103 103 316 334 189 192
81 male  Chl 202 204 146 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 266 132 140 269 272 294 294 103 103 316 331 192 192
85 femelle Chl_ 202 204 150 150 183 183 219 219 299 337 220 220 263 263 122 140 269 278 294 207 100 100 328 328 192 198
88 juv. femelle  Chl 202 202 146 148 183 183 219 219 299 337 220 234 263 286 134 134 269 278 297 312 100 103 310 310 189 201
89 juv. femelle  Chl 202 206 148 148 183 183 299 200 220 234 263 263 132 136 269 278 297 297 100 100 307 307 165 201
90 male Chl_ 202 202 150 150 183 183 219 219 299 337 220 220 266 286 132 140 263 263 288 315 100 103 310 334 165 192
91 juv. femelle Chl 202 206 148 146 181 181 219 219 337 337 220 220 266 278 132 136 272 278 294 297 103 103 328 328 162 189
94 male Chl 202 204 146 148 181 181 219 219 299 299 220 220 263 286 132 132 269 269 309 315 100 100 289 331 192 192
96 juv.male  Chl_ 202 202 146 148 181 181 219 219 299 337 220 238 263 286 132 132 269 269 297 297 100 103 310 310 165 201
97 male  Chl 202 204 146 148 183 183 219 219 299 337 220 246 263 263 132 132 278 278 294 297 100 103 307 310 165 165
98 male Chl 202 204 148 150 181 181 219 219 299 299 220 220 263 286 122 132 272 272 294 315 100 103 307 316 165 192
99 femelle Chl_ 202 204 150 150 181 181 219 219 299 299 220 220 263 282 122 140 269 278 303 306 103 103 289 289 189 192
401 male Chl 202 202 148 148 183 183 219 219 220 220 132 136 100 100 189 192
402 juv.male  Chl 202 202 148 148 181 181 209 219 299 337 220 220 263 266 136 136 263 275 297 312 103 103 328 334 189 192
406 male Chl_ 202 204 150 150 181 183 219 219 299 337 218 234 263 282 126 140 278 278 294 294 100 100 334 334 177 189
412 juv.male  Chl 202 202 146 148 181 183 215 219 299 337 220 236 263 286 132 132 269 269 297 297 100 103 310 310 165 201
413 male_ Chl_ 204 204 144 150 181 181 219 219 299 337 220 220 286 286 132 132 263 263 294 312 100 103307 310 165189
414 juv.male  Chl 202 202 146 150 181 183 209 219 299 337 220 220 263 266 132 132 263 278 294 297 100 103 289 331 192 192
415 male  Chl 202 204 150 150 181 181 219 219 299 337 220 220 266 286 132 132 272 278 288 294 100 103 316 316 189 192
416 femelle Chl 202 202 148 150 181 181 215 219 299 337 220 220 263 266 132 140 278 278 294 294 103 103 316 316 192 192
417 femelle Chl_ 202 204 148 150 181 181 219 219 299 337 220 248 263 263 126 132 278 281 294 312 100 103 331 331 189 189
422 femelle Chl 202 206 148 150 181 181 215 219 299 299 220 220 263 263 140 140 269 278 288 297 100 103 310 310 192 192
424 femelle Chl_ 202 202 148 150 183 183 217 219 299 337 220 220 263 263 126 140 269 287 288 294 100 100 316 316 162 192
425 male  Chl 202 204 148 148 183 183 219 219 299 299 220 220 263 266 126 132 278 278 288 294 100 103 328 331 189 192
426 male_ Chl_ 202 202 148 148 181 181 209 221 299 337 220 220 263 266 134 136 278 263 288 315 100 100 316 316 165 201
430 male  Chl 202 204 148 148 181 183 219 219 299 299 220 246 263 286 132 138 263 278 288 294 100 103 316 331 192 195
431 male  Chl 202 202 148 148 181 181 219 219 299 299 220 220 263 286 132 140 263 278 288 312 100 103 316 334 189 192
432 femelle Chl_ 202 202 146 150 219 219 299 299 220 220 263 286 140 140 278 278 297 297 100 103 310 310 192 192

433 juv.femelle Chl 202 204 148 148 181 181 219 219 299 337 220 220 263 263 126 140 278 287 288 288 100 103 331 331 162 192

434 juyv.femelle Chl 202 202 146 148 183 183 217 219 299 337 220 246 263 263 126 132 278 278 288 300 103 10:3 307.316.189 189

435 femelle Chl 202 204 148 148 181 181 219 219 299 337 220 220 263 206 126 132 278 278 288 294 100 103 310 310 192 201
436 femelle Chl 202 202 146 148 183 183 219 219 299 299 220 220 263 263 132 132 263 278 288 294 100 100 316 316 189 189
437 femelle  Chl 202 204 146 148 181 181 219 219 299 299 220 220 263 263 126 132 278 278 288 294 103 103 310 310 192 201
440 juv.male Chl 204 204 150 150 181 181 219 219 299 299 220 236 263 286 132 140 263 309 294 321 100 103 307 334 177 189
449 femelle  Chl 202 202 146 150 183 183 219 219 299 337 220 220 263 2066 132 132 263 263 288 294 103 103 316 316 192 195
451 juv.mile Chl 204 204 148 150 183 183 219 219 299 299 220 220 263 2066 122 126 278 278 288 294 100 103 328 331 189 192
456 femelle Chl 202 202 148 150 183 183 219 219 299 299 220 220 263 206 126 132 278 278 288 294 100 103 328 328 189 189
404 juv.male Chl 202 202 146 148 181 183 219 219 299 337 236236 263 286 132 132 269 278 294 297 100 100 310 310 165 165
406 femelle  Chl 202 202 146 146 181 181 219 219 299 299 220 220 263 2066 132 132 263 263 288 294 103 103 316 316 192 195
72X mile Chl 202 202 146 148 183 183 219 219 299 299 220 220 263 282 132 138 263 278 288 294 103 103 310 334 189 198

8 male. . Ch2 202 204 146150181 .185.219.219.299 299.220..220.263 282 118 132 269.269.294 309.100..100.328 334 162 192
20, femelle  Ch2 202 206 148 150 181 181 219 219 337 337 220 220 263 263 126 140 269 312 288 294 100 100 328 328 192 201
21 femelle  Ch2 202 202 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 206 138 140 269 269 288 294 100 100 334 334 189 189
23 femelle  Ch2 202 206 148 150 181 181 219 219 337 337 220 220 266 206 126 140 269 269 288 288 100 100 328 328 177 189
33 mdle  Ch2 202 202 146 150 181 183 219 219 299 299 218 220 263 266126 132 269 278 294 294 100 103 313 328 192 192
34 mdle  Ch2 202 204 148 150 181 183 209 219 299 299 220 248 263 282 132 132 263 278 294 312 103 103 310 310 192 192
36 juv.male Ch2 202 202 148 148 183 183 219 219 337 337 220 220 263 263 126 140 269 269 309 312 100 103 331 334 192 201
38 femelle Ch2 202 202 148 148 183 183 219 219 337 337 220 220 263 206 126 140 269 278 288 312 100 103 331 331 192 192
39 femelle Ch2 148 150 181 181 219 219 299 .299.220.220.263 266 132 132 192 192
40 femelle Ch2 202 204 148 150 299299 220 220 263 263 126140 269 269 100103 331 331 192 192
41 femelle  Ch2 202 206 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 282 126 132 269 269 294 309 100 100 328 328 189 192
42 femelle  Ch2 210 210 148 148 220220 266266 140 140 269 312 288 288 100 103 189192
51 femelle  Ch2 202 202 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 282 126 140 269 315 294 309 100 100 310 310 189 192
55 juv.femelle Ch2 206 206 148 150 181 181 219 219 337 337 220 220 282 282 126 132 269 269 288 309 100 100 328 328 192 201
65 mdle  Ch2 202 206 146 150 181 183 219 219 299 337 220 220 263 263 140 140 269 269 288 294 100 103 313 328 192 201
67 femelle  Ch2 202 202 150 150 181 181 219 219 299 299 220 220 266 282 132 140 269 269 294 309 100 100 328 328 162 192
70, femelle  Ch2 202 204 148 150 183 183 219 219 299 337.220 220 263 263 132 132 278 278 288 312 100 103 310 310 162 192
72 mdle  Ch2 202 202 146 148 181 183 209 219 299 337 220 220 263 263 132 134 278 278 288 312 103 103 310 310 162 192
86 mdle  Ch2 204 204 148 150 181 181 219 219 337 337 220220 263 266.126 132 269 269 288 294 103 103 331 334 201 201
87 ..juv.femelle Ch2 202 206 148 150 219 221 337 .337.220.220 266266 126 138 269 269 288 288 100 103 328 328 177189
92 mdle  Ch2 202 204 148 148 181 183 219 219 299 337 220 220 263 263 126 126 278 315 .294 309 100 100 310 331 192 192
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93 femelle  Ch2 204 204 146150 299 299 220 220 126132 269 269 285 285 192 192
403 juyv. femelle Ch2 202 206 148 148 215.219.299 337 220220 263 282 126 132 269 278 312 312 100 103 334 334 192 201
404 juv.mile Ch2 202 202 146 148 181 183 219 219 299 337 220 220 263 282 134 138 278 278 303 309 100 103 328 334 192 201
405 male  Ch2 202 202 146 148 181 183 219 219 299 337 220 220 263 282 132 140 278 278 303 309 100 103 328 334 192 201
407 juv.femelle Ch2 202 202 148 150 181 181 219 219 337 337 220 220 263 282 126 126 269 269 288 294 100 100 331 331 192 201
408 juv.mile  Ch2 202 206 150 150 181 181 215 219 337 337 220 220 263 282 126 126 269 269 294 294 100 100 310 331 189 192
409 juyv. femelle  Ch2 204 206 150 150 181 181 215 219 299 299 220 220 263 282 132 140 269.269 309 312 100 103 334 334 162 192
410 juv.mile Ch2 204 204 150 150 181 185 .213 219 299 299 220 220 282 282 118 138 209 269 294 294 103 103 328 334 162 192
411 juv.femelle Ch2 202 202 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 266 282 132 140 278 278 294 303 100 103 328 328 192 201
418 mdle  Ch2 202 202 146 148 181 183 219 219 299 337 220 220 263 263 140 140 269 309 294 303 100 100 328 334 189 192
419 femelle  Ch2 204 206 148 150 181 181 219 221 299 337 220 220 266 282 140 140 269 278 288 294 103 103 334 334 189 192
420 femelle  Ch2 202 202 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 282 282 132 132 269 269 309 312 103 103 328 328 162 192
421 femelle  Ch2 202 202 148 150 181 181 219 219 299 299 220 220 263 263 126 140 269 269 294 309 100 100 328 328 189 192
423 juyv. femelle Ch2 202 206 148 150 219219299 337 220220 266282 132 138 309 309 288 294 100 100 331 331 189 201
427 femelle  Ch2 204 204 150 150 183 183 219 219 299 299 220 248 263 263 126 140 269 269 294 309 100 103 310 310 189 192
428 juv.mile Ch2 202 202 150 150 181 181 219 219 337 337.220 220 263 282 134 138 269 312 288 288 100 100 328 328 192 192
429 mdle  Ch2 202 204 146 150 181 181 219 219 299 337 220 220 266 282 132 140 269 269 294 294 100 100 310 328 192 192
438 femelle  Ch2 202 204 150 150 219219299 299 220220 263 282 132 140 269 269 309 309 100 100 334 334 192 201
439 _juyv.femelle Ch2 204 204 150 150 185 185 219 219 299 299 220 220 263 266 132 140 278 278 309 312 100 103 334 334 192 192
442 femelle  Ch2 202 206 146 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 282 126 132 269 269 288 294 100 100 328 328 189 192
444 juv.mile  Ch2 202 206 150 150 181 181 219 219 299 299 220 220 263 282 132 138 269 269 294 309 100 103 313 328 192 195
446 male  Ch2 202 202 148 150 181 185 219 219 299 337 220 220 263 282 126 132 315 315 294 309 100 100 310 328 162 201
448 femelle  Ch2 202 204 146 148 183 183 219 219 299 299 220 220 263 2066 132 140 269 269 288 312 100 103 310 310 189 192
450 juv.mile Ch2 202 202 146 150 181 181 219 219 299 299 220 220 282 286 126 132 269 269 288 312 100 100 328 334 162 192
452 femelle  Ch2 204 204 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 266 282 132 132 278 278 294 315 .100 103 334 334 189 201
453 femelle  Ch2 202 202 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 282 284 132 140 309 312 288 294 100 100 331 331 192 192
454 juv.mile  Ch2 202 206 150 150 183 183 219 219 299 337 218 220 263 263 126 140 269 278 288 309 103 103 310 331 189 192
455 juv.mile  Ch2 202 204 150 150 181 185 219 219 299 337 220 220 263 263 118 126 294 309100 100 334 334 162 201
457 juv.femelle  Ch2 202 204 146 150 181 181 219 219 299 337 220 220 282 286 118 132 294 309100 100 334 334 162 192
459 femelle  Ch2 202 206 146 150 183 183 219 219 299 337 220 220 263 2066 126 140 269 278 288 312 100 103 331 331 192 192
460 mdle  Ch2 204 204 146 148 181 183 219 219 299 337 220 220 266 282 134 140 269 278 303 309 100 103 328 334 162 201
461 femelle  Ch2 202 204 148 150 181 181 219 219 299 337.220 220 263 286 126 132 269 269 288 294 100 100 328 328 192 192
462 mdle  Ch2 202 204 146 150 181 181 219 219 299 337 220 220 282 286 132 132 269 269 288 294 100 100 328 328 162 192
463 male Ch2 204 206 148 148 183 183 219 219 299 299 220 220 263 266 134 138 269 309 288 294 100 103 328 334 192 192
467 mdle  Ch2 202 206 150 150 181 181 219 219 337 337 220 220 263 263 126 126 269 269 288 288 100 100 310 331 189 192
469 femelle  Ch2 202 204 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 268 268 126 132 269 278 294 312 100 103 310 310 162 192
470 femelle  Ch2 202 204 146 148 181 181 219 219 299 337 220 220 266 282 132 138 278 278 294 312 100 103 334 334 192 192
471 juv.mile  Ch2 202 204 148 150 183 183 219 219 299 337 220 220 263 2066 132 132 263 269 288 294 103 103 310 328 162 192
472 male  Ch2 202 202 150 150 181 183 219 219 337 337 220 220 263 282 134 138 268 309 288 312 103 103 328 331 162 192
473 juv.mile Ch2 204 206 148 148 183 183 219 219 299 299 220 248 263 263 132 132 263 309 288 288 103 103 310 328 162 192
2427 femelle Ch2 202 202 150 150 181 181 219 219 337 337 220 220 263 282 132 138 269 269 288 294 100 100 310 310 192 201
102 femelle Br. 202 204 146 146 181 181 209 219 299 299 220 246 266 2066 132 132 269 312 285 288 100 103 322 322 162 189
103 femelle Br 202 204 146 146 181 181 209 221 299 299 246 246 266 2006 134 134 312 312 288 288 100 103 322 322 162 162
104 __juy. femelle Br 202 202 144 148 181 181 219 221 299 299 246 246 2066 206 126 134 278 278 285 288 100 103 316 316 162 210
105 femelle Br 202 202 144 144 219219 299 299 220 238 266.266 126 132 269 269 303 306 100 100 322 322 162 204
106 . juy. femelle Br 202 202 146 148 181 181 209 221 299 299 220 246 2066 286 126 126 269 269 103.103 316,316 162 204
107 .. ny-né mile Br 202 204 146 146 181 181 209 221 299 299 238 246 206 282 126 132 312 312 288 288 100 100 316 322 162 189
108 _juy. femelle Br.202 202 146 148 181 181 299299246 246 266 282 126 132 312 312 100,103 322 322 162 189
109 femelle Br 202 202 144 144 181 181 219 252 299 299 220 236 266 2066 126 132 315 315 288 294 100 103 353 353198 204
110 femelle Br 202 202 146 146 181 181 219 219 299 337 246 246 282 282 126 132 269 269 103103 307307 189 210
111 femelle Br 202 204 144 144 181 181 209 219 299 299 248 248 266 206 132 132 269 315 285 288 100 100 307 307 162 204
112 juy. femelle Br_ 202 206 146 146 183 183 299 299 246 248 286 280 126 132 100,100 310310 204 216
113 femelle Br 202 202 146 146 219221299 299 246 246 266.282 126 132 312 312 288 288 100 103 316 316 162 189
114 femelle Br 202 202 144 148 181 181 209 223 299 299 246 248 266 282 126 126 288 297 103 103 350350 201 204
115 male Br 202 202 146 146 181 181 219 219 299 337 246 246 2066 206 132 132 312 312 288 288 103 103 316 316 162 189
116 femelle Br. 202 202 146 146 181 181 209 221 299 299 220 246 266 282 126 132 269 269 .285.294 103 103 307 307 162 162
117 femelle Br 202 202 148 148 181 181 219 221 299 299 246 248 2066 282 126 134 312 312 294 294 100 103 298 298 162 210
118 male Br 202 204 144 146 181 181 209 219 299 299 238 246 2066 286 126 132 312 312 288 294 100 103 307 313 189 201
119 femelle Br 202 204 146 146 219219 299 299 220 248 266.286 126 132 278 312 294 294 103 103 316316 201 210
120 male Br 202 202 144 146 181 181 219 219 299 299 236 246 266 282 126 132 288 294 100 103 307 316162 162
121 femelle Br 202 204 144 146 181 181 221 252 299 299 236 246 206 286 126 126 312 312 288 294 100 103 316 316 162 198
122 femelle Br 202 202 144 150 181 181 209 219 299 299 220 246 266 282 126 132 312 315 288 294 100 103 307 307 162 189
123 femelle Br 202 202 146 148 181 181 219 219 299 299 236 246 2066 286 126 132 312 312 288 294 100 103 298 298 201 204
124 femelle Br. 202 202 144 146181 181 219 252 299 299 220 220 266 266 126 132 312 312 285 294 103 103 307 307 162 204
125 juy. femelle Br 202 202 144 146 181 181 209 219 299 299 246 246 263 282 132 140 294 297 100 103 298 298 201 201
126 juy. femelle Br 202 202 146 150 181 181 209 209 299 299 220 246 266 282 126 132 315 315 288 288 100 100 322 322 162 189
127 femelle Br 202 202 146 146 181 181 219 219 299 299 246 246 266 2066 132 132 312 312 285 288 100 100 307 307 162 162
128 juv. mile Br 202 204 146 146 185 185 215 219 299 299 220 248 2066 206 134 134 312 315 288 294 91 91 307 307 162 201
129 juy. femelle Br 202 204 146 146 181 181 209 219 299 299 246 246 282 286 126 126 312 312 288 294 100 103 316 316 189 210
130 juv. mile Br 202 204 146 146 181 181 205 209 299 299 220 246 266 2066 126 132 312 312 285 288 100 103 316 322 162 189
131 male Br 202 204 148 148 181 181 209 219 299 299 236 236 2066 282 126 132 312 312 288 294 100 103 316 316 162 162
132 femelle Br. 202 204 146 148 181 181 219 221 299 337 246 246 206 206 134 134 312 312 288 294 100 103 322 322 162 162
133 male Br 202 202 144 144 219219 299 299 220220 266.266 126 134 288 297 100 103 307 307 162 204
134 male Br 202 202 144 150 181 181 219 221 299 299 220 238 266 200 134 134 288 288 100 103 298 353 198 201
2118 male Br 202 204 144 146 181 181 209 209 299 299 220 248 266 266 132 132 315 341 288 288 103 103 307 307 162 162
201 femelle  Pm 202 202 146 146 215.215.347.347 246246 286,286 122 132 269272 288 291 100100 292 292 180 180
202, male  Pm_202 204 146 146 183 183 215 219 299 347 220 220 286 286 122 122 272 272 288 291 100 100 292 292 177 180
203 juyv.femelle Pm 202 202 146 146 347 .347.220 220 286 286 122 122 272 272 100..100 292 292 177180
204 femelle  Pm 202 204 146 146 185 185 219 219 347 347 246 248 286 286 122 122 272 272 291 294 100 100 292 292 177 180
206 . ny-né mile  Pm 204 204 146 146 215.219.347.347 220246 286286122 122 266269 100..100 292 292 177.180
207 mdle  Pm_202 204 146 146 220,220 286286 122 132 171171
208 femelle  Pm 202 204 146 146 183 183 215 215 299 347 220 246 286 286 122 122 272 272 291 291 100 100 292 292 180 180
209 femelle  Pm 202 202 146 146 183 183 219 219 347 347 220 220 286 286 122 122 272 272 291 294 100 100 292 292 180 180
210 male  Pm_202 204 146 148 183 183 217 219 347 347 220 246 286 286 132 132 263 272 288 288 91 91 292 295 171 180
211 juv.mile  Pm 202 204 146 146 183 183 215 215 299 299 220 220 286 286 122 122 272 272 100..100 292 298 180 180
212 femelle  Pm 202 204 146 146 183 183 219 219 347 347 220 246 286 286 122 122 269 275 288 294 91 91 292 292 180 180
213 femelle  Pm 202 202 146 146 183 183 219 219 347 347 220 220 286 286 122 134 266 269 294 294 91 91 292 292 177 177
214 male  Pm_202 202 146 146 183 183 219 219 347 347 .220.246 286 286 122 122 269 272 288 291 100 100 292 292 177180
215 male  Pm_204 204 146 146 183 183 219 219 347 347 220 246 286 286 122 122 266 269 291 294 91 91 292 292 180 204
216, femelle  Pm 202 204 146 146 183 183 219 223 347 347 220 246 286 286 122 122 269 272 288 294 91 91 298 298 177 180
218 juv.mile Pm 202 202 146 146 299 347220 220 286 286 122 122 272 272 103103 292 298 180 180
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219 femelle  Pm_202 202 146 146 183 183 219 223 347 347 220 248 286 286 122 122 269 272 288 291 91 91 292 292 180 180
220 juv.femelle Pm 202 204 146 146 183 183 215 219 347 347 220 246 286 286 122 132 272 272 288 294 100 100 292 292 177 180
221 femelle  Pm_202 202 146 146 183 183 219 219 299 347 220 220 286 286 122 132 272 272 291 291 100 100 298 298 177 180
222 mdle  Pm_202 202 146 146 183 185 219 223 299 347 220 220 286 286 122 122 266 272 288 294 91 91 292 292 180 180
223 mile Pm_204 204 146 146 183 183 219 219 347 347 248 248 286 286 122 122 266 275 288 291 91 91 292 292 180 180
224 mile  Pm_204 204 146 146 183 183 215 219 347 347 220 246 286 286 122 122 263 269 288 291 91 91 292 292 177 180
225 mile  Pm_202 204 146 146 183 185 215 219 347 347 220 246 286 286 122 132 272 272 291 291 100 100 298 298 171 180
229 male  Pm_202 204 146 146 183 183 215 219 347 347.220.220 286 286 132 132 2066 266 288 288 91 91 292 292 177.210
231 femelle  Pm_ 202 202 146 146 183 183 215 219 299 347 220 220 286 286 122 132 266 272 288 294 91 100 298 298 177 177
232 mile  Pm_202 204 146 146 183 183 219 221 347 347 220 246 286 286 122 122 269 272 288 291 100 100 292 292 177 180
233 femelle  Pm_ 202 204 146 146 183 183 219 223 347 347 220 220 286 286 122 132 272 272 291 294 103 103 292 292 177 180
234 femelle  Pm_ 202 204 146 146 183 183 215 219 347 347 220 246 286 286 132 132 263 263 294 294 100 103 298 298 198 198
235 juv.femelle  Pm_ 202 204 146 146 209 209 347 347 220 246 286 286 122 122 272 275 103103292 292 180 180
236 juv.femelle Pm 202 202 146 146 183 183 234 236 347 347 220 246 286 286 122 132 272 272 288 288 91 91 292 292 180 180
301 male Am_202 202 146 146 183 183 219 238 299 299 246 246 286 286 136 136 275 .275.312 324 100100 307 310 162 204
302, femelle  Am_ 202 202 146 146 183 183 256256299 299 246 248 286 286 126 126 278 278 100..100.310 310162 204
303 juv.mile Am_ 202 202 146 150 183 183 238 238 299 299 246 246 268 286 132 132 269 272 100100 313 313 216 216
304 .nv-némale  Am_ 202 202 146 146 181 181 223 238 299 299 246 246 286 286 132 132 269 275 294 324 100 100 310 310 189 216
305 femelle Am_ 202 202 146 146 181 181 219 238 299 299 246 246 286 286 132 134 266 266 288 288 100 100 298 298 204 216
307 . juv.femelle ~Am_ 202 202 146 150 181 181 223 223 299 299 246 248 206 286 126 132 269 275 294 294 100 100 310 310 189 204
309 femelle Am_ 202 202 146 146 181 181 219 238 299 299 220 246 286 286 126 132 272 272 324 324 100 100 307 307 162 201
311 femelle Am_ 202 202 146 150 183 183 238 238 299 299 246 246 286 286 132 134 269 269 294 324 100 100 313 313 204 216
312 femelle Am_ 202 202 146 146 183 183 299299 246246 286 286 132 132 269 275 288 294 100 100 298 298 201 216
313 femelle  Am_ 202 202 146 146 181 181 236 238 299 299 246 246 286 286 132 132 269 269 100..103 298 298 204 207
314 femelle  Am_ 202 202 146 146 183 183 238 252 299 299 246 246 266 286 132 134 266 272 288 324 100 100 298 298 162 216
315 juv.femelle ~Am_ 202 202 146 146 183 183 223 223 299 299 246 246 286 286 134 134 296 301 100100 310 310204 222
316 juv.femelle ~Am 202 202 146 150 181 181 219 238 299 299 234 246 286 286 132 132 275 275 324 324 100 100 310 310 204 210
317 mile Am_202 202 146 146 181 181 238 238 299 299 220 246 286 286 132 134 275 275 100100307 307207 216
318 femelle  Am_ 202 202 146 150 181 181 219 238 299 299 246 246 286 286 132 134 266 269 300 300 100 100 310 310 216 222
319 femelle  Am_ 202 206 146 146 185 185 219 238 299 299 220 246 286 286 132 134 272 272 327 327 100 100 307 307 168 168
320 femelle  Am_ 202 202 146 146 181 181 219 238 299 299 246 246 286 286 132 132 266 266 324 324 100 103 298 298 204 216
321 femelle  Am_ 202 202 146 146 183 183 219 223 299 299 220 246 286 286 132 132 266 266294 297 100 100 313 313 216 216
322 femelle  Am_ 202 206 146 146 183 183 219 252 299 299 246 246 286 286 126 132 288 300 100 100 310 310 204 216
323 femelle Am_ 202 202 146 150 181 181 223 238 299 299 246 246 266 286 132 132 269 269 288 324 100 100 307 307 204 222
324 mile  Am_202 202 146 150 181 183 219 238 299 299 220 246 282 286 132 132 269 269 288 312 100 100 307 310 201 216
325 femelle Am_202 202 146 146 181 181 219 223 299 299 246 246 266 286 126 136 275 275 294 312 100 100 313 313 162 204
326, femelle  Am_ 202 202 146 150 181 181 238 238 299 299 246 246 266 286 132 132 324 324 100103 310 310 204 216
327 femelle Am 202 202 150 150 181 181 223 238 299 299 246 246 286 286 126 132 275 275 288 312 100 100 310 310 216 222
601 femelle  Ro. 202 204 148 150 181 181 252 252 299 337.220 220 282 282 122 132 272 272 291 291 100 100 350 350 183 192
602, mile  Ro 202 202 146 146 181 181 219 252 299 299 220 246 206.266.122 132 266 269 294 309 100100 310 319 204 204
603 mile  Ro 202 204 146 148 181 181 219 252 299 337 220 246 266 266 132 126 266 266 291 309 100 100 319 319 192 192
604 femelle  Ro. 202 202 146 150 181 181 252 252 299 299 220 220 266 2066 132 132 272 272 291 291 100 100 307 307 183 183
605 mile  Ro 202 202 146 148 181 181 219 219 299 299 246 246 206 286 122 132 266 266 309 309 100 103 319 319 189 204
606 juv. femelle Ro 202 202 146 150 181 181 219 252 299 337 220 246 206 266 122 132 266 272 291 309 100 100 319 319 192 204
607 femelle  Ro. 202 204 146 150 181 181 219 252 299 337 220 246 266 286 132 132 266 266 291 309 100 100 319 319 183 204
608 femelle  Ro. 202 202 148 150 181 181 252 252 299 337 220 220 266 206 132 132 266 266 291 291 103 103 310 310 183 192
609 juv.femelle Ro 202 202 146 148 181 181 219 252 299 299 220 246 206 266 132 132 266 266 291 309 100 103 319 319 183 204
610 femelle  Ro. 202 202 146 150 181 181 219 219 299 337 220 246 266 286 122 122 266 266291 309 103 103 316 316 183 204
611 mdle  Ro 202 202 148 150 181 181 219 252 299 337 220 246 266 286 122 122 266 272 291 309 100 103 319 350 189 192
612 femelle  Ro. 202 202 146 150 181 181 219 252 299 299 220 220 266 2066 132 132 266 266 291 294 100 103 310 310 192 204
613 femelle  Ro. 202 204 146 148 181 181 252 252 299 337 220 220 266 2066 132 132 266 266 291 291 103 103 307 307 183 183
614 mile  Ro 202 202 148 148 181 181 219 252 299 299 220 246 266 266 122 132 266 272 291 309 100 100 319 319 189 192
651 femelle Ve 202 202 146 148 181 181 219 221 299 337 220 220 263 288 122 122 272 303 285 297 100 103 340 340 201 201
652, juvénile Ve 202 202 146 148 181 181 219 221 299 299 220 220 263 288 122 136266266 285 297 100 103 319 319 162 201
653 juvénile Ve 202 204 146 148 183 183 219 221 299 299 220 238 288 288 118 122 266 275 285 288 100 103 340 340 201 204
654 femelle . Vc 202 202 146 146 183 183 219 219 299 299 220 220 266 2066 122 122 266 269 297 297100 103 340 340 201 201
655 mile Ve 202 202 146 148 181 183 219 221 299 299 220 220 263 288 122 122 266 303 291 297 100 103 319 340 201 201
656, femelle  Vc 202 204 146 146 181 181 219 219 299 339 220 236 263 288 118 122 266 266 285 288 100 100 298 298 201 204
657 .juv.femelle  Vc 202 202 146 146 181 181 219 227 299 299 220 220 288 288 122 122 263 275 .291 297 100 103 304 304 162 201
658 juv.mile Ve 202 202 146 148 217.217.299 299 220220 263 288 122 122 266 266 291 297 100 103 304 304 201 204
659 juv.femelle  Vc 202 202 148 148 183 183 217 219 299 299 220 220 288 288 122 136 206 303 285 285 103 103 304 304 201 201
660 femelle  Vc 202 202 146 148 183 183 219 219 299 299 220 220 288 288 122 122 263 275 291 297 100 103 298 298 201 204
661 mile Ve 202 202 146 148 181 183 219 219 299 337 220 238 263 288 118 122 266 266 291 291 103 103 319 319 162 195
662 femelle Vc 202 202 146 146 183 183 217 219 337 337 220 238 263 266 122 122 266 275 285 285 103 103 298 298 201 201
701 male Frl 202 206 146 146 181 183 299.299 220 246286 286 118 118 300.309.103.103 289295 162 201
702, femelle  Frl 202 202 146 146 181 181 217 219 299 299 220 220 263 282 118 132 269 269 288 297 103 103 298 298 189 213
703 femelle Frl 202 202 144 146 183 183 217 219 299 347 220 246 263 282 118 134 294 294 100100 322 322 162 162
704 mdle Frl 202 202 146 146 183 185 219 219 299 299 220 236 286 286 132 132 269 269 288 309 103 103 295 325 162 189
705 femelle  Frl 202 202 146 146 185 185 219 219 299 299 220 246 263 282 118 132 296 301 288 300 103 103 322 322 168 201
706, mdle Frl 202 202 146 146 183 183 219 219 299 347 220 220 263 263 118 118 281 301 294 306 100 100 295 295 162 162
707 femelle  Frl 202 202 146 148 185 185 219 219 299 299 220 220 263 282 118 132 293 299 288 300 103 103 322 322 168 201
708 male  Frl 202 202 146 146 183 183 217 219.299 301 220 246 263 282 118 132 281 301 300 309 103 103 295 313 162 207
709 male  Frl 202 204 146 146 183 183 217 219 299 299 220 236 263 286 118 132 309.324 103103 295 295 162 174
710 femelle  Frl 202 204 144 146 183 183 219 219 299 299 220 246 282 286 118 118 278 278 288 303 103 103 313 313 162 204
711 male  Frl 202 202 146 148 183 185 217 217.299 299 220 220 263 286 118 118 284 284 297 309 100 100 289 289 201 207
713 male  Frl 202 202 146 148 181 183 217 219 299 299 220 220 282 286 118 118 288 321 100103 295 295 162 204
714 femelle  Frl 202 202 148 148 185 185 299.299 220 220 282 282 118 118 269 269 288 309 103 103 295 295 201 207
727 male Frl 202 204 146 148 183 185 219 219 299 299 220 246 263 263 118 132 293 293 288 288 91 103 325 325 201 201
730 male  Frl 202 202 146 148 181 183 219 219 299 299 220 238 263 282 118 118 281 281 288 297 103 103 313 313 162 201
731 male  Frl 202 202 144 146 183 185 219 .219.299 299 220 220 263 263 118 132 257 269 291 297 103 103 295 313 162 213
747 Frl 202 202 146 146 183 183 225 225 299 299 220 246 282 282 118 132 281 281 297 300 91 103 313 313 201 213
715 femelle  Fr2 202 202 144 146 183 183 219 219 299 299 220 246 263 286 118 118 297.300.100 103 325 325 201 213
716, femelle  Fr2 202 204 144 146 185 185 219 219 299 299 220 220 266 286 118 132 284 284 334 337 91 91 295 295 162 207
717 femelle Fr2 202 204 146 146 185 185 219 219 299 299 220 246 266 286 134 136 297.327.103.103 289 289 201 204
725 male Fr2 202 204 146 146 181 183 219 221 299 299 220 220 263 286 118 118 281 281 309 309 100 103 295 325 162 168
726, femelle Fr2 202 202 144 146 181 181 219 219 299 299 220 246 263 263 118 118 287 293 297 306 100 103 316 316 162 201
732 male  Fr2 202 204 146 146 181 183 219 219 299 299 220 246 263 266 118 132 281 284 288 288 103 103 322 325 162 204
733 male  Fr2 202 202 146 146 181 181 219 219 299 299 220 246 263 286 118 118 288 300 103 103 322 325 207 213
734 male  Fr2 202 202 146 146 181 183 219 219 299 299 246 246 263 263 118 118 288 294 103 103 325 325 213 213
737 male  Fr2 202 204 146 148 181 183 219 219 299 299 220 236 263 282 118 132 288 300 103 103 325 331 162 213
738 femelle Fr2 202 202 146 148 181 181 219 219 299 299 220 246 263 286 118 118 294 334 103103 295 295 201 201
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739 femelle Fr2 202 204 144 148 183 183 299 299 220 220 263 282 118 118 288 294 103 103 295 295 162 204
744 femelle Fr2 202 202 146 146 181 181 219 219 299 299 220 246 263 263 118 118 300.300.103 103 322 322 213 213
745 femelle Fr2 202 204 144 148 219219299 299 220 220 266.286 132 118 284 287 297 300 100 100 325 325 162 213
746 femelle Fr2 204 204 146 146 185 185 219 219 299 347 220 220 266 286 118 132 269 269 294 309 100 103 295 295 162 162
718 femelle  Fr3 202 202 146 146 181 181 219 219 299 347.220 236 282 286 118 118 297.300.103 103 295 295 162 162
719 femelle Fr3 202 202 146 148 183 183 219 221 299 299 220 220 263 282 118 118 296 296 288 309 103 103 310 310 162 204
720 femelle Fr3 202 202 146 148 183 183 221 221 299 299 220 238 286 286 118 118 297300103 103 295 295 201 201
721 femelle Fr3 202 202 146 148 183 183 221 221 299 337 220 248 263 286 118 118 297.297.103 103 313 313162 162
722 male  Fr3 202 202 146 148 183 185 219 221 299 299 220 238 266 266 118 118 297.297.103 103 313 322 171 204
723 femelle Fr3 202 204 146 146 183 183 219 221 299 299 220 220 266 286 118 118 288 334 100 103 295 295 162 162
724 femelle Fr3 202 204 146 148 183 183 219 221 299 299 220 246 263 282 118 118 300.309.100 103 322 322 201 204
728 male  Fr3 202 202 146 148 183 183 219 219 299 299 220 246 286 286 118 118 269 269 297 334 103 103 313 322 162 162
729 male  Fr3 202 202 146 148 181 185 219 219 299 299 246 246 263 263 118 118 293 293 297 300 103 103 295 313 162 171
735 male  Fr3 202 202 146 148 181 181 219 219 299 299 246 246 286 286 118 118 300.334.103 103 295 322 162 201
736, femelle Fr3 202 202 146 148 185 185 217 219 299 337 220 246 286 286 118 132 297.300.103 103 295 295 162 189
740 male  Fr3 202 202 146 148 181 185 219.219 299 337 .220.220 263 266118 118 288 300103 103 295 322 162 201
741 male  Fr3 202 202 146 146 181 183 217 219 299 299 220 246 286 286 132 132 297.309.103 103 325 325 162 204
742, femelle Fr3 202 202 146 148 183 183 219 227 299 299 220 220 263 286 118 118 288 294 103 103 295 295 162 162
743 juv. Mdle Fr3 202 204 146 146 181 183 219 219 299 299 220 246 282 286 132 132 288 309 100 103 313 313 171 204
1301 femelle  Ur 202 202 148 148 183 183 207 209.299 299 220 220 286 290 132 134 263 263 300 306 103 103 289 289 168 171
1302 femelle  Ur 202 202 146 146 183 183 209 213 299 299 220 220 266 2066 128 128 251 263 309 309 103 103 289 289 168 168
1303 femelle  Ur 202 202 148 148 183 183 209 221 299 299 220 220 286 286 132 134 257 263 300 312 103 103 319 319 168 168
1304 femelle  Ur 202 202 146 146 183 183 209 221 299 299 220 220 266 290 128 140 257 260309 309 103 103 319 319 171 171
1305 femelle  Ur 202 202 148 148 183 183 209 213 299 299 220 220 266 286 132 132 260 266297 303 103 103 301 301 171 171
1306 juyv.femelle  Ur 202 202 148 148 183 183 209 221 299 299 220 220 266 290 128 132 254 257 297 306 103 103 289 289 168 171
1307 femelle  Ur 202 202 148 148 183 183 213 221 299 299 220 220 286 290 132 128 245 260303 306 103 103 301 301 168 168
1308 male  Ur 202 202 146 148 181 183 207 209 299 299 220 220 266 286 132 132 263 263 297 303 103 103 301 301 168 171
1309 femelle  Ur 202 202 146 148 183 183 207 209 299 299 220 220 266 286 132 128 251 251 297 309 103 103 289 289 168 171
1310 femelle  Ur 202 202 148 148 183 183 207 221 299 299 220 220 286 286 132 132 251 260303 309 103 103 307 307 171 171
1311 male  Ur 202 206 148 148 183 183 209 209 299 299 220 220 286290 128 132 251 257 303 309 103 103 295 304 162 168
1312 male  Ur 202 202 148 148 183 183 209 209 299 299 220 220 266 286 132 132 260 263 300 312 103 103 301 319 171 171
1313 femelle  Ur 202 206 148 148 183 183 209 209.299 299 220 220 286 290 128 132 251 257 303 309 103 103 295 304 162 168
1314 femelle  Ur 202 202 148 148 183 183 209 209 299 299 220 220 266 286 132 132 245 263 294 300 103 103 319 319 168 171
1315 male  Ur 202 202 146 148 183 183 219 219 299 299 220 220 290 290 132 132 254 254 303 309 103 103 301 304 171 171
1316 male  Ur 202 206 148 150 183 183 209 209 299 299 220 220 286 290 128 132 257 272 297 300 103 103 319 319 171 171
1317 femelle  Ur 202 202 146 150 183 183 234 254 299 299 220 220 263 263 132 132 272 306309 309 103 103 316 316 135 135
1318 male  Ur 202 202 146 148 183 185 209 209 299 299 220 220 266290 132 132 254 263 300 303 103 103 319 319 171 171
1319 male  Ur 202 202 148 148 183 183 209 209 299 299 220 220 266290 128 132 254 263 303 318 103 103 298 301 171 171
1320 femelle Ur 202 202 146 148 183 183 213 221 299 299 220 220 266 286 132 132 251 260 303 309 103 103 301 301 168 171
1501 femelle .. Ho. 198 198 146 148 183 183 219 221 341 341 218 244 263 206.132 132.263.263.291.303.103.103.319.319.180.216
1502 femelle  Ho 198 204 146 148 183 183 219 219 299 343 220 220 266 286 122 132 257 260 291 291 100 100 325 325 180 183
1503 femelle  Ho 198 198 146 148 183 183 221 221 299 341 220 246 263 2066 122 132 257 306 294 312 103 103 319 319 183 183
1504 femelle  Ho 198 204 146 148 183 183 219 221 299 341 220 246 266 286 122 132 263 306 291 315 103 103 313 313 183 183
1505 . juyv.femelle  Ho 198 204 146 148 183 183 221 221 343 299 246 246 286 286 122 132 266 266 291 306 103 103 316 316 183 183
1506 femelle  Ho 198 204 146 146 183 183 219 221 309 341 220 246 263 263 122 132 260 260 291 291 103 103 334 334 183 183
1507 femelle  Ho 204 204 146 148 183 183 219 223 299 299 246 248 266 286 122 132 257 306303 315103 103 289 289 183 183
1508 femelle  Ho 202 204 148 148 183 183 219 221 309 343 220 246 263 286 122 132 260 260 291 306 103 103 322 322 183 183
1509 juv.mdle Ho 198 198 148 148 181 183 221 221 341 343 220 220 263 266 122 122 257 257 303 315.100 100 310 313 183 186
1510 male  Ho 198 198 146 148 183 183 221 223 299 299 220 246 263 286 122 126 260 269 291 309 100 100 289 325 183 183
1511 femelle  Ho 198 198 148 148 183 183 219 221 299 299 246 246 266 286 122 132 257 306 291 315 .103 103 319 319 183 183
1512 male  Ho 198 198 146 148 181 181 217 217 341 343 220 246 266 286 126 132 263 266 291 303 103 103 313 313 183 183
1514 male  Ho 198 198 146 148 183 183 221 223 299 299 246 254 263 286 122 132 287 287 306 312 103 103 316 319 183 183
1515 male  Ho 198 198 146 148 181 183 219 219 299 339 246 246 286 286 122 132 266 266 291 303 103 103 289 289 183 186
1516 femelle  Ho 198 198 146 148 183 183 221 221 299 299 246 248 266 286 122 126 257 306 312 315 103 103 319 319 183 210
1517 femelle  Ho 198 204 146 148 183 183 221 223 299 343 246 246 286 286 122 132 257 266291 291 103 103 325 325 183 183
1518 femelle  Ho 198 202 146 146 183 183 219 221 299 341 220 220 286 286 122 132 263 306 291 306 103 103 316 316 183 183
1519 male  Ho 198 198 146 148 181 183 221 221 299 299 246 246 263 286 122 122 260 263 291 291 103 103 316 322 183 186
1520 male  Ho 198 204 146 148 181 183 221 221 299 299 220 246 263 263 122 122 260 263 291 291 103 103 322 325 183 186
1522 femelle  Ho 198 198 148 148 183 183 221 223 299 343 218 220 266 286 122 132 266 266 291 291 103 103 316 316 183 183
1524 femelle  Ho 198 202 146 146 183 183 219 221 299 299 246 246 263 286 122 122 260 266 103103 322 322 183 183
1523 femelle Ho 198 198 146 148 341 343 220 220 263 286 122 126 257 257 100,103 316.316 183 183
1523 femelle Ho 198 202 146 146 219 223 299 341 220 246 263 286 122 132 263 266 279 291 100 103 183 186
1401 DI1.202 202 144 144 181 183 217 217 343 343 220 224 263 263 132 132 281 281 297 309 .91 91 301 310 177 177
1402 DI1.202 202 144 144 217.217.339.343 224 224 286.286 132 132 275 .275.297.309.91..91..295.295.177.180
1403 D1 202 202 144 144 217.221 343 343 220224 263.263 122 132 275 278 297 309 103 103 301 301 165 180
1404 D1 202 202 144 146 183 183 217 217 343 343 224 224 263 263 122 122 278 284 294 297 91 91 295 295 165 177
1405 D1 202 202 146 148 183 183 217 217 339 343 224 224 263 263 132 132 278 293 103103 177177
1406 D1 202 202 144 144 217.221 343 343 220 224 286286 122 136 281 293 309 309 91 91 295 295 162 180
1407 D1 202 202 144 144 217.217.343 343 224 224 263 286 122 132 281 284 294 297 91 91 177177
1408 D1 202 202 144 144 217221339 343 224 224 263 263 132 132 281 293 294 297 103 103 295 295 177 177
1409 D1 202 202 146 148 183 183 217 217 339 343 224 224 286 286 122 132 275 281 297 297 91 91 304 304 177 177
1410, D1 202 202 144 144 183 183 217 221 343 343 224 224 263 286 122 122 281 284 294 297 91 91 301 301 177 177
1411 D1 202 202 146 146 183 183 217 221 343 343 220 224 263 286 132 132 284 293 294 309 91 91 301 301 162 162
1412 D1 202 202 144 144 183 183 217 217 343 343 224 224 263 286 132 132 281 281 297 309 91 91 301 301 165 180
1413 D1 202 202 144 146 183 183 217 221 339 343 220 224 263 286 118 132 275 284 297 297 91 91 304 304 162 177
1414 D1 202 202 144 144 217.217.343 343 224 224 263263 122 132 275 281 297 297 91 91 304 304 177 177
1415 D1 202 202 144 146 183 183 217 217 343 343 224 224 263 263 132 132 278 293 297 297 103 103 301 301 177 180
1416 D1 202 202 144 146 183 183 217 217 343 343 224 224 263 286 132 132 281 281 297 309 91 91 304 304 177 219
1417 D1 202 202 144 146 183 183 217 217 343 343 224 224 263 263 118 132 275 293 294 297 103 103 301 340 177 177
1418 D1 202 202 144 148 183 183 217 217 343 343 224 224 263 263 132 132 278 281 294 297 .91 .91 ..301 301 177 180
1419 D1 202 202 144 144 183 183 217 217 343 343 220 220 263 263 122 132 275 281 294 294 91 91 301 301 177 180
1420 D1 202 202 144 144 183 183 217 221 343 343 224 224 263 263 122 132 284 293 297 297 91 91 295 295 177 177
1421 D1 202 202 144 144 183 183 217 221 343 343 224 224 263 263 122 132 281 281 294 294 91 91 301 301 162 219
1422 DI 202 202 144 146 341 345 220 224 263 286 132 132 281 284 91 91 295 295 165 219
1904 femelle  Mal 202 204 146 146 183 183 209 219 339 343 220 226 266 286 122 146 269 272 300300 100 100 325 325 162 183
1905 male  _Mal 193 202 146 146 181 183 209 209 345 349 212 220 286 286 146 146 272 272 294 300 100 103 295 328 162 180
1906 femelle Mal 193 204 146 148 181 181 213 221 339 339 212 212 286 286 154 154 275 284 285 300 100 100 310 310 162 174
1907 a al 189 193 146 146 181 181 213 221 299 299 222 226 266.266.130. 132 263 263 300 300 100 100295 295 180 180
1908 femelle Mal 193 193 146 148 181 181 213 221 299 339 212 248 263 263 132 148 263 299 285 312 100 100 316 316180 186
1909 male  Mal 193 202 146 146 181 183 221 221 343 349 212 212 286 286 132 146 254 260 303 306 100 100 307 328 180 183
1915 femelle Mal 193 202 146 148 183 183 221 232 343 343 212 248 286 280 148 148 281 281 294 324 100 100 295 295 180 183
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1916 femelle Mal 193 204 146 146 181 181 221 221 343 343 212 212 263 286 148 148 275 281 300 324 100 100 316 316 180 183
1917 femelle Mal 189 202 146 146 181 181 213 221 339 343 220 226 266 206 148 148 278 278 300 300 100 100 307 307 162 183
1918 femelle Mal 202 202 146 148 181 181 213 213 299 339 212 222 263 263 132 152 260 263 300 306 100 100 316 316 168 180
1919 mdle  Mal 202 202 146 146 181 181 217 217 299 343 212 212 286 286 126 146 263 263 300 324 100 100 262 328 186 186
1920 femelle Mal 193 202 146 146 181 181 219 221 299 299 212 226 286 290 126 146 260 260 300 300 100 100 310 310 168 186
1941 mdle  _Mal 193 202 146 146 221 221 299 345 212 248 266286 126 150 281 293 288 303 100 100 310 310 168 180
1942 femelle Mal 193 202 146 148 181 181 213 219 299 349 212 212 263 263 122 132 260 278 285 285 100 100 295 295 180 183
1943 femelle Mal 193 202 146 146 183 183 219 221 299 343 212 212 263 263 132 150 284 284 285 306 100 100 316 316 168 183
1944 mdle _Mal 202 202 146 148 181 181 213 219 299 339 212 212 263 263 132 154 248 263 285 294 100 100 262 328 174 180

X mdle _Mal 193 200 148 148 181 181 262 262 339 339 222 248 286 286 132 146 263 306 285 309 100 100 295 295 162 180
X+1 mile Mal 202 202 146 146 213 227 339 343 212 212 263 263 132 146 278 281 273 285 100 100 262 298 168 180
1910, 202 146148 181 183 221 221 299 347 224 224 286.290 146 162 287 287 300.300 100 100 325 325 171 174
1911 femelle Ma2 196 202 146 148 181 181 221 225 299 347 212 224 266 290 146 146 293 293 297 306 100 100 307 307 180 183
1912 femelle Ma2 202 202 146 146 185 185 221 221 339 343 212 212 266 286 128 146 284 306 273 315100 100 331 331 162 186
1913 femelle Ma2 193 202 146 150 183 183 219 223 349 349 248 248 200 286 132 146 294 306100 100 319 319 162 183
1914 femelle Ma2 202 202 146 150 183 183 221 223 297 297 220 220 266 266 128 146 263 275 273 294 100 100 304 304 171 183
2051 male  Re 202 208 146 148 181 183 209 278 339 343 220 220 263 286 104 122 278 299 303 312 103 103 295 322 198 198
2052 femelle  Re 202 202 146 148 181 181 209 280 339 341 286286 122 122 287 287 312 312 100 103 162 198
2053 mile  Re 194 202 148 148 181 183 272 272 299 323 191 191 288 288 122 158 260 293 303 300 103 103 307 307 204 204
2054 mile  Re 202 208 148 148 181 181 209 209 339 339 220 220 266 286 122 122 299 306 306 309 103 103 304 307 171 174
2055 mile  Re 202 202 148 148 209 209 222 222 286 288 122 122 312312103103 192 201
2056, mdle  Re 206 208 146 146 209 209 299 299 246 246 266266 122 122 303303100 103 162 171
2057 femelle  Re 202 202 146 148 266288 104 122 100103 201 213
2058 mile  Re 198 208 148 148 212 212 266.286 122 132 100..100 162 201
2059, mile  Re 198 208 148 148 263 286 132 132 285306100 100 201204
2060, femelle Re 202 202 146 148 222 246 263 286 122 122 278 293 285 306,103 103 162 192
2062 femelle  Re 202 208 148 148 209 209 220.220 263 288 104 130 257 299 285 306.103 103 192 201
2063 Re 198 208 148 148 181 183 209 272 323 341 191 191 266 286 122 132 260 269 303 324 100 100 307 322 162 201
2064 Re 194 202 146 148 181 181 209 209 323 339 220 220 286 286 130 158 257 260 288 318 103 103 316 319 171 204
2065 mile  Re 194 198 148 148 183 183 209 217.299 299 191 191 266 286 122 162 269 287 315 318 103 103 307 307 162 174
2066, mile  Re 202 202 148 148 181 183 209 209 299 341 246 246 286 286 122 130 257 257 288 303 103 103 316 316 162 198
2067 mile  Re 202 208 146 146 181 181 209 272 343 343.220.220 286 286 122 122 260 293 309 309 100 103 316 316 162 204
2068 femelle Re 198 208 146 148 183 183 209 209 299 299 220 220 263 286 122 132 296 296 288 318 103 103 331 331 177 201
2069, femelle Re 202 202 146 146 183 183 209 209 339 341 220 220 286 286 136 158 257 296 303 318 103 103 304 304 177 198
2070 Re 202 202 146 148 181 181 272 278 299 345 191 191 286 286 122 122 260 287 306 312 103 103 304 304 192 204
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Annexe 5: résultats de I'analyse des 13 loci microsatellites étudiés pour les nouveau-nés de Vipera berus
utilisés dans le Chap. 7, avec le numéro de I'animal, son année de naissance et le numéro de mere.

No naissance mere A8 All B1 B2 B'9b B10 B'10 BI8 D6 D'10 D12 D'13 D17

16.01 2002 16,202 202 148 148 181 181 217 219 299 299 220 220 263 263 134 134 263 278 288 294 100 103 316 316 165 192
16.02 2002 16 202 202 148 150 181 183 221 221 299 299 220 220 266 266 132 134 278 278 288 294 100 100 316 328 165 192

17.01 2000 17202 202 146 146 181 181 219 219 299 299 220 220 263 263 138 140 263 278 288 297 100 103 328 328 192 201

17.02 2000 17 202 202 150 150 219 219 299 299 220 220 263 286 134 138 263 263 297 297 100 100 310 310 192 201
17.03 2000 17 146 148 181 181 219 219 299 299 212 220 263 263 138 140 263 278 100100 192 201
17.04 2000 17 146 148 181 181 220 248 263 263 132 138 263 278 103 103 192 192

17.05 2000 17202 202 148 146 181 181 219 219 299 299 220 220 263 263 132 138 263 278 294 297 103 103 310 310 192 201

17.06__ 2000 17 202 202 148 150 181 181 219 219 299 299 220 220 263 286 132 138 263 278 297 297 100 103 328 328 192 201

17.07 2000 17 202 202 146 150 181 181 219 219 299 299 218 220 286 286 132 138 278 278 294 297 100 103 328 328 192 192

17.08 2000 17202 202 148 150 181 181 219 219 299 299 220 220 263 286 132 138 278 278 294 297 103 103 328 328 192 201

20.01 2001 20 202 202 146 150 181 181 219 219 299 299 220 244 132 132 312 312 285 288 100 103 322 353 189 198
20,02 2001 20202 202 144 146 181 181 209 219 299 299 220 234 266 266 132 132 312 312 100 103 353 353 162 198
20.03 2001 20 202 202 146 150 181 181 219 219 299 299 220 244 266 266 132 132 269 269 100 103 353 353 189 201

20.04 2001 20 202 202 146 150 181 181 209 221 299 299 220 220 266 266 132 132 312 312 288 297 103 103 353 353 189 201

20,06 2001 20,202 202 144 146 181 181 219 219 299 299 220 234 266 266 132 132 269 269 288 297 103 103 298 322 189 201

20.07 2001 20 202 202 144 146 181 181 219 219 299 299 220 236 266 266 132 132 269 269 288 297 100 103 298 298 189 201

21,01 2001 21202 202 150 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 263 126 138 269 269 294 309 100 100 310 310 189 201

21,02 2001 21 202 202 148 150 181 181 219 219 299 299 220 220 266 282 132 138 269 269 288 294 100 100 310 310 189 192

21,03 2001 21202 202 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 263 138 138 269 269 294 294 100 100 328 328 189 192

21.04 2001 21 202 202 146 148 181 183 219 219 299 299 216 220 266 266 132 138 269 269 294 294 100 103 328 334 189 192

21.05 2001 21 202 202 146 148 181 181 219 219 299 299 220 220 263 263 132 138 269 269 294 294 100 103 189 192

21,06 2001 21202 202 150 150 181 181 219 219 299 299 220 220 266 282 132 138 269 269 288 294 100 100 310 334 189 192

32,01 2000 32 202 202 146 146 183 183 219 219 299 299 220 220 263 263 132 132 263 263 288 294 100 103 316 316 189 198

32,02 2000 32 202 202 146 150 219 219 299 299 220 220 263 266 132 132 272 272 288 294 100 103 328 328 192 192

32.03 2000 32 202 202 148 148 183 183 219 219 299 299 220 220 266 266 140 140 263 263 294 294 100 103 316 316 192 195

32,04 2000 32 202 202 148 148 181 183 219 219 299 299 220 220 263 263 138 140 278 278 294 294 103 103 316 316 198 198

32,05 2000 32 202 202 146 148 183 183 219 219 299 299 220 220 263 286 132 138 263 263 288 288 100 103 316 316 189 192

32,06 2000 32 202 202 146 148 183 183 219 219 299 299 218 220 263 286 138 140 263 278 294 294 100 103 316 316 192 195

32,07 2000 32 202 202 146 146 219 219 299 299 218 220 263 266 132 132 263 263 288 294 100 103 316 316 192 201
32,08 2000 32 202 202 148 148 183 183 217 219 299 299 220 220 263 263 132 132 263 263 294 294 100 100 316 316 192 195
32,09 2000 32 146 148 181 183 299 299 220 220 263 263 132 138 278 278 288 288 103 103 316 316 189 198
38.01 2002 38 202 202 148 148 217 219 299 337 220 220 266 282 132 140 269 315 309 312 100 100 328 328 162 192

38.02 2002 38 202 202 148 148 181 183 217 219 299 337 220 220 263 266 126 140 278 315 288 294 100 100 310 331 192 201

38.03 2002 38 200 202 148 150 183 185 217 219 299 337 220 220 263 266 126 140 269 315 288 309 100 103 310 331 192 201

38.04 2002 38 202 202 148 150 181 183 217 219 299 337 220 220 263 266 126 140 269 315 309 312 100 100 328 331 192 201

38.05 2002 38 202 202 148 150 181 183 217 219 337 337 220 220 263 282 126 132 269 269 288 309 100 100 310 331 192 201

38.06 2002 38 148 148 219 219 266 282 132 138 278 315 288 309 103 100 162 192
38.07 2002 38 202 202 148 150 217 219 299 337 220 220 263 266 126 140 269 315 294 312 100 103 310 310 201 192
41.01 2000 41202 206 148 150 219 219 299 337 220 220 282 282 132 138 269 269 294 294 100 100 334 334 162 189

41.02 2000 41 202 202 146 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 282 132 132 269 278 288 294 100 103 310 328 162 192

41.03 2000 41 202 206 146 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 263 126 126 269 278 294 294 100 100 328 328 192 192

41.04 2000 41 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 266 126 132 269 278 294 294 100 100 313 313 189 192
41.05 2000 41 202 204 146 150 219 219 299 337 220 220 263 263 118 132 269 269 294 309 100 100 328 328 189 192
41.06_ 2000 41 202 206 148 148 181 181 219 219 299 337 220 220 263 263 126 132 269 278 309 312 100 103 310 328 189 192
41.07 2000 41 202 202 146 150 219 219 299 337 218 220 266 282 132 132 269 278 294 309 100 103 313 313 189 192

41.08 2000 41 204 206 146 148 181 181 219 219 299 337 220 220 263 282 126 132 269 269 294 309 100 100 334 334 192 192

48.01 2000 48 204 204 148 150 183 183 209 219 299 337 220 246 263 286 136 140 287 296 291 294 100 103 310 310 165 192

48.02 2000 48 204 204 148 150 183 183 209 219 337 337 220 220 263 286 136 138 263 269 288 294 103 103 331 331 192 201

48.03 2000 48 204 204 148 150 181 183 209 219 337 337 220 220 263 286 136 138 287 296 294 294 103 103 310 331 165 201

48.04 2000 48 204 206 148 150 183 183 219 219 299 299 220 220 263 266 136 140 263 269 294 294 103 103 328 328 192 201

48.05 2000 48 204 204 148 150 181 183 217 219 299 337 220 246 263 286 136 140 263 269 294 294 100 103 310 310 165 201

48.06_ 2000 48 204 204 148 150 183 183 209 219 337 337 220 220 263 286 136 140 287 296 288 294 103 103 310 310 192 192

48.07 2000 48 204 206 148 150 219 219 299 337 220 220 263 266 136 140 269 287 288 294 103 103 310 310 192 192

48.08 2000 48 202 202 148 150 337 337 220 246 263 286 136 136 263 269 100 103 192 192

48.09 2000 48 204 206 148 150 181 183 209 219 299 337 220 220 263 266 136 140 287 296 288 294 103 103 310 310 192 192

48.1 2000 48 204 204 148 150 181 183 219 219 299 299 220 220 263 266 136 138 269 287 288 294 103 103 310 331 165 201

59.01 2001 59202202 146 148 181 181 219 219 299 299 220 220 266 282 132 134 263 278 294 312 100 103 316 316 198 201

59.02 2001 59202 202 146 146 181 181 219 219 299 337 220 220 266 282 132 134 263 263 100 103 316 316 165 198
59.03 2001 59 202 202 146 148 181 183 209 219 299 337 220 220 263 282 132 132 263 278 297 312 100 103 316 316 165 198
59.04 2001 59202 202 146 150 219 219 299 299 220 220 266 282 132 132 263 278 297 297 100 103 298 298 192 198

59.05 2001 59 202 202 146 148 181 181 219 219 299 299 220 220 266 266 136 136 263 263 297 288 103 100 316 316 198 201

59.06 2001 59 202 202 146 148 181 183 219 221 299 337 220 220 266 266 136 140 263 263 297 312 100 103 316 334 165 189

59.07. 2001 59202 202 146 148 181 181 219 219 299 299 220 220 266 282 132 134 263 263 297 312 100 103 316 316 189 201

59.08 2001 59 202 202 146 146 219 219 299 337 220 220 263 282 138 140 263 263 294 294 100 103 331 331 189 192
66,01 2000 66 204 204 146 150 181 181 219 219 299 299 220 248 263 263 138 140 306 315 288 312 100 100 189 201
66.02 2000 66 204 204 146 150 181 183 219 219 299 299 220 248 263 266 140 140 269 306 288 312 100 103 316 331 192 192
66,03 2000 66 204 206 146 150 219 219 299 299 220 220 263 266 140 140 269 269 288 312 103 103 331 331 189 192

66.04 2000 66 204 204 146 146 181 181 219 219 299 299 220 220 263 263 140 140 269 269 309 312 100 100 313 313 189 201

66.05 2000 66 204 206 146 150 181 183 219 219 299 299 220 220 263 282 138 140 269 315 309 312 103 103 313 316 192 201

66,06 2000 66 204 206 146 146 181 181 219 219 299 299 220 220 266 282 132 138 306 315 309 312 100 100 316 331 189 201

66.07 2000 66 204 204 146 150 181 183 219 219 299 299 220 248 263 263 140 140 269 315 100 103 316 331 192 192
66,08 2000 66 204 206 146 146 181 181 219 219 299 299 220 220 263 263 140 140 306 315 288 312 103 103 313 313 192 201
66.09 2000 66 204 206 150 150 219 219 299 299 220 220 266 282 138 140 269 315 309 312 313 313 192 201
66.1 2000 66 204 204 146 146 181 181 219 219 299 299 220 248 263 263 138 140 269 315 288 312 103 103 192 192
60.11 2000 66204 206 150 150 181 181 219 219 299 299 220 220 263 282 140 140 269 306 288 312 100 100 313 316

66.12 2000 66 204 206 146 150 219 219 299 299 220 248 263 263 140 140 269 306 309 312 103 103 331 331 189 192
66.13 2000 66 204 204 146 146 181 183 219 219 299 299 220 248 263 266 138 140 269 269 288 312 100 100 316 331 192 192
70.01 2000 70 204 206 148 150 219 219 299 337 220 220 263 282 126 132 269 278 303 312 100 100 334 334 162 177
70,02 2000 70204 204 150 150 219 219 299 337 220 220 263 266 126 132 278 278 288 312 100 100 334 334 162 192
70.03 2000 70 204 204 148 150 219 219 337 337 220 220 263 266 126 132 269 278 288 312 100 100 310 310 162 192
70.04 2000 70 202 202 146 148 181 183 209 219 299 309 220 220 263 263 132 132 278 278 288 312 103 103 310 310 162 192
70.05 2000 70202 204 150 150 219 219 309 337 220 220 263 282 126 132 278 278 288 288 100 103 310 310 192 192

70.06__ 2000 70 202 202 148 150 183 183 219 219 299 337 220 220 263 263 132 132 278 278 312 312 100 103 310 310 162 162

70072000 70. 204 204 146 148 181 183 219 219 299 299 220 220 263 263 132 132 278 278 288 288 103 103 310 310 192 192

85.01 2002 85 202 202 148 150 183 183 215 219 299 337 220 220 263 263 132 140 278 278 294 297 100 100 328 328 192 192

85.02 2002 85 202 202 148 150 183 183 217 219 299 299 220 220 263 263 132 140 278 278 288 297 100 100 192 192

85.03 2002 85 202 204 148 150 183 183 217 219 299 337 218 220 263 263 122 132 269 278 294 297 100 100 328 331 192 192

85.04 2002 85 202 202 148 150 183 183 217 219 299 299 220 220 263 263 138 138 269 278 288 294 100 100 328 328 189 198

421.01 2001 421 202 204 146 148 219 219 299 299 220 220 263 286 118 126 269 269 309 309 100 100 334 334 162 192

421.02 2001 421 202 204 146 150 181 181 219 219 299 299 220 220 263 282 132 140 269 269 294 309 100 100 334 334 189 192

421.03 2001 421 202 202 150 150 181 183 219 219 299 299 220 220 263 263 118 140 269 269 294 309 100 100 328 334 189 192

421.04 2001 421 202 202 150 150 181 183 219 219 299 299 220 220 263 282 126 132 269 269 294 309 100 100 328 328 192 192
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421.05 2001 421 202 202 146 150 181 183 219 219 299 299 220 220 263 263 126 132 269 269 294 309 100 100 328 334 162 192
421.06 2001 421 202 202 150 150 219 219 299 299 220 220 263 263 118 126 269 269 294 294 100 100 328 328 162 192
421.07 2001 421 202 202 148 150 181 183 219 219 299 299 220 220 263 263 126 132 269 269 294 297 100 100 328 334 162 192
421.08 2001 421 202 204 146 150 181 183 219 219 299 299 220 220 263 282 118 126 269 269 294 309 100 100 328 334 162 189
421.09 2001 421 202 202 146 148 219 219 299 299 220 220 263 282 126 132 269 272 294 309 100 100 328 334 192 192
421.10 2001 421 202 204 181 183 211 219 299 299 220 220 263 263 118 140 269 269 294 294 100 100 325 334 162 192
44201 2001 442 202 206 148 150 181 181 219 219 337 337 220 220 263 263 132 132 269 269 288 294 100 103 328 334 189 201
442.02 2001 442 204 206 146 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 263 126 132 269 269 294 294 100 103 328 334 189 201
442.03 2001 442 204 206 148 150 181 181 219 219 337 337 220 220 263 282 126 132 269 269 294 294 100 103 328 334 189 201
442.04 2001 442 202 204 150 150 181 181 219 219 337 337 220 220 263 263 126 132 269 269 288 288 100 103 331 331 192 201
442.05 2001 442 202 204 150 150 181 181 219 219 337 337 220 220 263 263 126 132 269 269 288 294 103 100 331 331 189 201
442.06 . 2001 442 204 206 148 150 181 181 219 219 337 337 220 220 263 263 126 126 269 269 294 294 100 103 328 331 192 201
442.07 2001 442 204 206 148 150 181 181 219 219 299 337 220 220 263 263 132 132 269 269 294 294 100 103 334 334 189 201
448.01 2002 448 202 202 148 148 219 219 299 337 220 220 263 266 140 140 269 269 288 303 100 100 334 334 192 192
448.02 2002 448 202 202 148 148 181 183 219 219 299 337 220 220 266 286 132 140 269 269 309 312 103 103 310 310 192 201
448.03 2002 448 202 202 146 148 183 183 219 219 299 337 220 220 263 263 132 140 269 269 100 100 334 334 189 192
448.04 2002 448 202 202 146 148 183 183 219 219 299 335 220 220 263 266 140 140 269 269 100 100 328 328 192 192
448.05 2002 448 202 202 146 148 183 183 219 219 299 337 220 220 263 266 138 140 269 309 100 100 328 328 189 189
448.06 2002 448 202 204 146 146 219 219 299 299 220 220 263 263 132 140 269 269 288 303 100 100 189 189
448.07 2002 448 202 204 146 148 183 183 219 219 299 299 220 220 263 266 138 140 269 309 288 294 100 103 310 328 192 195
448.08 2002 448 202 202 146 146 219 274 299 299 220 220 263 263 132 140 269 269 288 303 100 100 334 334 189 189
453.01 2002 453 202 202 148 148 181 181 219 219 299 337 220 248 282 282 132 132 288 294 100 103 310 331 192 192
453.02 2002 453 202 202 148 148 219 221 299 299 220 248 263 282 132 140 278 309 288 315 100 103 334 334 192 192
453.03 2002 453 202 204 148 150 181 181 219 221 299 299 220 220 263 282 138 140 263 309 294 312 100 103 310 331 192 192
453.04 2002 453 202 202 148 150 181 183 209 219 299 337 220 246 282 282 132 132 263 309 294 312 100 103 310 331 192 192
453.05 2002 453 202 202 148 150 181 183 219 223 299 337 220 220 263 282 132 140 278 312 288 312 100 103 310 331 192 192
453.06 2002 453 202 202 148 150 183 183 219 223 299 299 220 246 263 282 140 140 263 309 294 312 100 103 310 310 192 192
453.07 2002 453 202 204 148 148 181 181 209 219 299 299 220 248 263 282 132 132 263 309 288 312 100 103 310 331 192 192
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