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INTRODUCTION

Apreés de nombreuses applications chez d'autres taxons (mammiféres, poissons)
[Taylor et al., 1994; Taberlet et al., 1997; Lavergne, 1998], les outils génétiques sont
désormais de plus en plus utilisés au sein du groupe des Crocodiliens. Une session
spéciale "ADN et Crocodiliens" s'est tenue a l'occasion du dernier colloque du
Groupe des experts "crocodiliens" de I'Union Mondiale pour la Nature (Floride,
octobre 2002). Des applications de génétique en phylogénie [Ray & Densmore,
2002], biogéographie [Farias et al., 2002], gestion des populations captives [Verdade
et al., 2002], et connaissances de populations sauvages [de Thoisy et al., 2002] y ont
notamment été présentées.

En fonction des objectifs recherchés et des unités taxonomiques, spatiales et
temporelles, étudiées, plusieurs outils déja au point chez de nombreux taxons
animaux et végétaux sont désormais a la disposition des travaux portant sur les
Crocodiliens [Glenn, 2002]. Parmi les plus classiques,

- I'ADN mitochondrial est un outil de choix pour travailler au niveau de I'espéce. |
permet de comprendre comment les populations ont pu s'isoler les unes de autres,
ou au contraire si elles sont en relation, et comment I'espéce a pu se distribuer,
dans le temps et dans l'espace, sur son aire de répartition actuelle. Le travalil
présenté lors de ce dernier colloque a ainsi abordé la structure génétique de deux
especes de caimans amazoniens: le caiman noir et le caiman a lunettes [Farias et
al., 2002].

- I'ADN mirosatellite est plus variable, et est utilisé pour travailler sur des échelles
de temps et d'espace moins importantes. On cherche a évaluer la taille d'une
population bien identifiée, I'origine précise des individus; la dynamique actuelle de
la population: échanges génétiques (flux de reproducteurs), ségrégations, ... Dans
le cas de I'étude de la population de Kaw, c'est ce dernier outil qui s'est donc
imposé.

Suite aux premiers inventaires quantitatifs sur la réserve de Kaw [de Thoisy et al.,
2001], plusieurs interrogations se posaient. Par exemple, les comptages sur la riviére
de Kaw ont mis en évidence des abondances trés variables au cours de l'année:
quelle est la taille effective de la population, a quoi correspondent ces variations ? La
savane Angélique et I'llet Aipoto sur I'Approuague sont des sites de nidification trés
importants: quelles sont les relations entre ces zones et une zone centrale tres
dépeuplée comme la riviere de Kaw ? En complément de I'étude écologique, une
approche génétique utilisant les microsatellites, permet de répondre a certains
points.



Il s'agit:

1) d'estimer la diversité génétique de cette population: une population a faible
diversité génétique, du fait d'un nombre de reproducteurs insuffisants, risque un
phénomeéne de dérive génétique qui mettrait en jeu a court terme sa viabilité;

2) de se rendre compte des flux géniques efficaces d'individus (a partir de la savane
Angélique, qui pourrait servir de source, vers la riviere de Kaw par exemple, et a
partir des ilets de I'Approuague, site de nidification important);

3) si possible, d'estimer l'efficacité (nombre de reproducteurs) de cette population,
ce dernier paramétre dépendant de la qualité des marqueurs génétiques
disponibles.



ELEMENTS FONDAMENTAUX

L'ADN, support nucléaire des génes, est composé de 4 unités chimiques, dites
"bases". Un géne correspond a un enchainement précis (séquence) et spécifique de
ces bases; les différentes " formes" (= séquences) qui peuvent exister pour un méme
gene sont les alléles; la position d'un géne sur le chromosome est le locus. A tout
locus, un individu posséde deux alléles, I'un hérité de sa mére, l'autre de son pére.
C'est la totalité de génes qui caratérise l'individu: son espéce, les caractéristiques de
sa population d'origine, ses caracteres individuels. Une grande part de cet ADN a
donc une fonction précise.

Sur la chaine d'ADN, sont aussi dispersés des fragments dits "satellites" (mini- et
microsatellites) qui sont dits "non codants", cela signifiant qu'il sont sans
"signification" apparente, leur fonction est en fait inconnue. Ces fragments
comprennent en région centrale des répétitions d'un motif de 1 a 5 paires de bases,
pour une taille totale de plusieurs dizaines a quelques centaines de paires de bases
(Figure 1).

TTTTCTTCTTT CTCCATTCTA GGTCCTCATC ACATGCACAG AACATGCTTT
GAGCATGTAT TGATAGGCTAT AAGTAACTTA GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT
GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GAAGTTACAT GTATTTAAGC
TTCTGGATC

Figure 1. Séquence d'un microsatellite défini chez l'alligator américain (Alligator
mississipiensis). La partie en gras italique comprend 25 répétitions du motif GT.
Les parties soulignées sont les amorces (cf. infra), les parties entre les amorces et
les répétitions sont les régions "flanquantes”.

Du fait de cette non signification, ces fragments ne subissent aucune pression de
sélection: ils sont ainsi généralement trés polymorphes: de maniére accidentelle, la
répétition centrale telle qu'elle est présentée ci-dessus peut lors d'une réplication
(lors de la multiplication ou de la division cellulaire), subir une délétion (un motif sera
alors manquant, soit dans ce cas 24 répétitions du motif GT) ou une insertion (un
motif répliqué en excés, soit 26 répétitions). Cela a pour conséquence, dans le
premier cas, une diminution du poids de ce fragment, ou dans le second une
augmentation. Ce sont, apres isolement de ce fragment, ces différences de poids qui
permettent de caractériser chaque individu.



METHODES

Préalable: relations avec les programmes de génétique des populations en cours

Le travail de séquencage des microsatellites est tres long. L'objet de cette étude
n'étant pas de faire de la génétique fondamentale mais bien d'utiliser cet outil pour la
connaissance de la population en place, les travaux préalablement effectués chez
I'alligator américain (Alligator mississippiensis) et chez le caiman a museau plat
(Caiman latirostris) ont servi de base a cette étude. Une équipe américaine
(Université de Georgie) et une équipe brésilienne (Université de Sao Paulo) avaient
déja séquencé chez ces deux especes plusieurs microsatellites, les amorces qu'ils
avaient définies ont été utilisées chez le caiman noir, avec I'accord des responsables
des travaux initiaux.

A- Analyses
1) Obtention de I'’ADN

Le matériel biologique utilisé est une écaille caudale, prélevée par section sur la
queue de l'animal (Figure 2), puis conservée dans l'alcool a 95°. Des essais
comparatifs préalables avaient en effet montré que pour I'extraction d'ADN
l'utilisation de fragments d'écailles donnait d'aussi bons résulats qu'une extraction a
partir de sang, plus difficile a conserver sur le terrain [de Thoisy, 2002].

En laboratoire, cet échantillon est séché, subit un premier bain de protéase K /
SDS, est broyé, puis un second bain pendant une nuit. Puis apres un traitement par
le phénol / chloroforme, puis par l'isoamyl, I'éthanol a 70° permet la précipitation et la
récupération de I'ADN [Sambrock et al., 1989].

2) Obtention des loci microsatellites

La premiére étape est d'obtenir une trés grande quantité du fragment utile, par la
méthode de Polymerase Chain Reaction (PCR): a chaque échantillon d'’ADN a
caractériser sont ajoutés divers réactifs (eau, dNTP, tampon, polymérase), et un
couple d'amorces. Une amorce est une séquence d'une vingtaine de paires de
bases, située de part et d'autre du fragment microsatellite, et spécifique de ce dernier
(Figure 1, page 5). A chaque cycle, les 2 brins d'ADN se séparent, et le fragment
situé entre les 2 amorces est synthétisé: il y a ainsi un augmentation exponentielle de
la quantité de fragment utile. Les séquences pour chacune de ces amorces ont été
publiées dans le cas de l'alligator [Glenn et al., 1998], et donc utilisables librement;



dans le cas du C. latirostris, elles ont été mises a disposition par I'équipe de Sao
Paulo.

3) Révélations des loci microsatellites

Pour tous les essais préalables (mise en évidence des microsatellites,
optimisation des conditions de PCR: température, quantité d'ADN initiale), le produit
de la PCR est mis a migrer par électrophorése sur un gel d'agarose, avec un
marqueur permettant de visualiser la présence, le cas échéant, du fragment
recherché: si ce fragment était présent dans I'échantillon d'ADN a tester, il a
normalement été répliqué, et est donc visualisé lors d'une exposition aux rayons
ultraviolets (Figure 3).

Cette premiére étape a permis de voir quels microsatellites étaient retrouvés chez
le caiman noir. Quand ce locus microsatellite est présent, la résolution en gel
d'agarose n'est pour la suite pas suffisante pour distinguer les individus les uns des
autres. Les différences attendues entre les différents animaux sont en effet minimes
(une paire de bases en plus ou en moins), il est nécessaire d'augmenter la
sensibilité. Pour cela, avant la PCR, I'une des amorces est marquée par un élément
radioactif (**P), et le produit migre sur un gel de polyacrylamide révélé sur film
photographique. La sensibilité de la lecture est augmentée et peut mettre en
évidence de trés légéres variations de poids moléculaire, les fragments les plus
lourds migrants moins vite (Figure 4). Tous les individus sont alors criblés, par
microsatellite.

La lecture du gel permet, par microsatellite, de caractériser chaque individu:
homozyote (le matériel génétique apporté par chacun des 2 ascendants est en fait
le méme alléle), ou hétérozygote: ces 2 fragments différent. La qualité d'un
microsatellite est alors jugé sur le nombre d'alléles observés au sein de la population.
Un microsatellite a 2 alléles ne permet en effet que peu de discrimination et se révéle
tres peu utile.

4) Analyses des résultats

Déséquilibre de liaison

Pour chaque paire de loci, I'hypothése d'un déséquilibre de liaison (fréquences
alléliques non indépendantes entre 2 loci microsatellites, ce qui signifierait que les 2
loci donneraient une information redondante) a été testée par un test exact sur



tableau de contingence. Pour I'ensemble des loci, un test global (test de Bonferroni)
a été effectué en combinant les probabilités.

La diversité génétique globale

Les proportions de Hardy-Weinberg, relatives aux fréquences en hétérozyotes et
homozygotes, renseignent sur le statut génétique de la population. Dans le cas de
population présentant une trop forte proportion en individus homozyotes, le nombre
de reproducteurs efficaces est faible, et il y a risque de consanguinité. La méthode
des chaines de Markov a été utilisée; I'ensemble des tests est réalisé en considérant
I'nypothése alternative de déficit en hétérozygotes.

Le coefficient de consanguinité est calculé par F = (Hp-H) / Ho

avec H = hétérozygotie observée,
Ho = hétérozygotie obtenue si les croisements se faisaient au hasard
(population panmictique).

Analyses par sous-populations

Dans une population subdivisée, on distingue 3 niveaux de complexité: I'individu
(1), la sous-population (S) et la population totale (T).

Les indices suivants considérent:

H, : hétérozygotie observée d'un individu dans sa sous-population,

Hs . hétérozygotie théorique d'un individu dans sa sous-population panmictique,
Hr : hétérozygotie théorique d'un individu dans la population totale en panmixie.

Le coefficient de consanguinité F;s est calculé a l'intérieur de la sous-population
comme le F précédent, par Fis = (Hs — H;) / Hr

L'index de fixation Fsr exprime la diminution de I'hétérozygotie liée a la divergence
entre la sous-population et la population totale. Fsr = (Hr — Hs) / Hy. Cet index est
donc utilisé comme index de différentiation génétique entre les sous-populations.
Pratiguement, la différentiation génétique entre 2 sous-populations a été testée, par
locus, en utilisant un G-like exact test; I'estimation des probabilités exactes a été
obtenue par la méthode des chaines de Markov; le test global a été effectué par la
méthode de Fisher.

Le nombre de migrants représente, par génération, le nombre de reproducteurs
efficaces passant d'une sous-population a une autre.



B- Sites de prélevements et nombre d'échantillons

L'un des facteurs limitants a l'utilisation de microsatellites est la nécessité de
disposer d'un grand nombre d'échantillons. Un total de 88 individus a été étudié.
Trois zones, correspondants aux 3 "sous-populations" considérées, ont été définies
en fonction des résultats des travaux de suivi écologique (Tableau 1 et Figure 5):

- la savane Angélique, avec des prélevements effectués sur deux mares
permanentes proches: "la mare IRD", et la "mare 2";

- la riviere de Kaw, avec des prélevements effectués sur les 2/3 aval: de
I'embouchure jusqu' au Dégrad;

- 'Approuague, avec l'essentiel des prélevements effectués sur I'ilet Aipoto.

Tableau 1. Sites de prélévements et taille des échantillons

sites nombre d'individus prélevés

1: riviere de Kaw 13

2: Approuague 39 a Aipoto + 5 rive G de I'Approuague
3: savane Angélique 23 sur "mare 2", 13 sur mare IRD
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RESULTATS

A- Criblage des loci microsatellites existants

Vingt et un loci microsatellites avaient été préalablement définis chez I'alligator; 18
ont été retrouvés chez le caiman noir.
- 11 étaient monomorphes;
- 3 ne présentent que 2 alléles, ce qui de fait apporte assez peu d'information, ces
microsatellites n'ont pas été utilisés dans ce travail.
-1, dit "R", présente 3 alléles
- 2, dits "G" et "I", présentent 4 alléles.

Huit locus microsatellites préalablement séquencées chez Caiman latirostris ont
été testés, 6 se sont révélés monomorphes, et 2 polymorphes, a 5 (locus "6") et 7
(locus "8") alléles.

Ce sont donc 5 loci microsatellites qui ont été utilisés pour ce travail. Quoiqu'en
nombre un peu insuffisant (8 a 9 sont généralement requis), ils permettent une
premiére analyse, mais celle-ci devrait étre affinée par I'ajout de 3 ou 4 loci
supplémentaires. A ce stade du travail, le total de 23 alléles permet une bonne
approche de la diversité de la population et des sous-populations, mais ne permettra
pas un niveau de discrimation suffisamment important pour retrouver des lignées
parentales.

Déséquilibres de liaison

L'hypothese de déséquilibre par paire de loci est donnée ci-dessous:

chi? P
locus G & locus R 18.367 0.00538
locus G & locus | 15.026 0.02006
locus R & locus | 7.948 0.24192
locus G & locus 6 11.661 0.06997
locus R & locus 6 11.080 0.08593
locus | & locus 6 5.327 0.50263
locus G & locus 8 16.408 0.01172
locus R & locus 8 0.781 0.99258
locus | & locus 8 6.960 0.32461
locus 6 & locus 8 7.772 0.25528

Prises globalement, les fréquences alléliques de ces différents alléles ne sont pas
dépendantes les unes de autres, ce qui signifie que ces loci microsatellites ne sont
pas liés, et peuvent donc étre utilisés tous les 5.
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B- Diversités génétiques et structuration des populations

L'hypothése d'un déficit en hétérozygotes n'est pas significative, tant pour
I'ensemble de la population testée: Fis = -0.08, p = 0.8173, que par locus et par
sous-population (Tableaux 2a & 2b).

La diversité génétique, par locus et par sous-population, est donnée dans le
tableau 3

L'index de fixation global est Fst = 0.054, avec une valeur de signification
statistique positive (p < 10°). Les différenciations génotypiques des sous-
populations 2 a 2, et les valeurs statistiques p associées, sont données dans le
tableau 4. Quoique faible, la structuration est significative entre I'Approuague d'une
part et la savane et la riviere d'autre part, et n'est pas expliquée par un isolement par
la distance.

Plusieurs alléles privés ont été identifiés: certains alleles sur les loci
microsatellites G, R, 6 et 8 sont absents des populations de la riviere de Kaw et de
I'Approuague. Les alléles privés permettent de calculer le nombre de migrants
(Tableau 5). Ainsi, les échanges de reproducteurs entre les zones de Kaw (riviére et
savane) et Approuague existent, mais sont deux a trois fois moins importants que
ceux survenant entre la savane et la riviere.
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Tableau 2a. Coefficient de consanguinité Fis et probabilit¢ d'un déficit en
hétérozygotes, par sous-population.

par sous-population Fis proba (valeur de p)
savane -0.013 0.1496
Approuague -0.169 0.9914
riviere -0.036 0.7822

Tableau 2b. Coefficient de consanguinité Fis et probabilité d'un déficit en
hétérozygotes, par locus.

par locus Fis proba (valeur de p)
G -0.078 0.6424
R -0.178 0.9551
I -0.085 0.6899
6 -0.005 0.0993
8 -0.093 0.9078

Tableau 3. Diversité génétique, par locus et par sous-population

locus savane Approuague Kaw
G 0.678 0.596 0.451
R 0.456 0.520 0.542
I 0.719 0.690 0.750
6 0.761 0.614 0.563
8 0.809 0.743 0.806
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Tableau 4. Structuration de la population: index de fixation (Fst) et probabilités
associées.

Fst valeur de p
riviere vs. savane 0.0224 0.0137
savane vs. Approuague 0.0676 <0.01
riviere vs. Approuague 0.0336 0.03

Tableau 5. Nombre de migrants Nm entre sous-populations, par génération.

Nm
riviere vs. savane 10.92
savane vs. Approuague 3.45
riviere vs. Approuague 7.19
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CONCLUSIONS

Dans sa distribution originelle, le caiman noir était largement réparti sur le bassin
amazonien, avec des populations périphériques comme celles du Guyana ou de la
Guyane [Ross, 1998]. La pression de chasse du siécle dernier, essentiellement pour
la peau [Smith, 1980], a fait que les populations ont été réduites de maniére
drastique et se sont peu a peu fragmentées.

La population de caimans noirs de Guyane est ainsi certainement isolée. La
population la plus proche serait celle présente a Cabo Orange au Brésil; cette
population est trés peu connue, les travaux viennent d'y débuter [R. da Silveira,
comm. pers.], il n'est a I'heure actuelle possible d'en estimer les dynamiques. En
Guyane, les premiers inventaires ont montré qu'au coeur d'un habitat dorévanant
protégé, persistent des effectifs a priori importants, alors qu'en périphérie de cette
zone sanctuaire les densités sont trés affaiblies [Blanc & de Thoisy, 2001; de Thoisy
et al., 2001, 2002]. A I'échelle de la population guyanaise, les questions qui devaient
se poser étaient de 2 ordres:

(i) en terme de conservation, cette population est-elle suffisamment diversifiée

et donc a priori viable ?

(i) en terme d'écologie, quelles sont a [I'échelle de la population les

dynamiques et flux d'individus ?

L'approche génétique mise en place a permis de donner les premiers éléments de
réponse. |l serait cependant important de parfaire ce travail en augmentant le nombre
de marqueurs utilisés, et en augmentant la taille des échantillons testés, sur la riviere
de Kaw notamment, ou la faiblesse de I'échantillon s'explique par des abondances
trés faibles, et par une grande craintivité des animaux, rendant difficiles les captures.

La forte diversité globale, I'absence de déficit en hétérozygotes, indiquent une
population saine, et suffisamment nombreuse pour éviter tout risque important de
consanguinité. Il sera cependant intéressant de comparer cette valeur a celle que
I'on obtiendrait avec d'autres populations. Le potentiel reproducteur est donc bien
présent. Le potentiel de restauration du caiman noir est par ailleurs désormais
reconnu [Rebélo & Magnusson, 1983; Uruena, 1990; da Silveira & Thorbjarnarson,
1999], ce qui a amené a revoir récemment son statut IUCN, l'espéce étant
dorénavant considérée "a moindre risque". Les experts spécifient cependant que ce
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statut reste dépendant du maintien de programmes de conservation. Sous réserve
d'une gestion ferme, il est donc possible d'entrevoir a long terme la restauration de la
population de Kaw, bien qu'a court terme, les récentes observations sur la riviere
laissent plutét prévoir une occupation de la niche écologique par le caiman a lunettes
[Herron, 1991, 1994].

La structuration entre les populations de I'Approuague et de Kaw (savane
Angélique et riviére) est significative, quoique peu marquée. Elle signifie que les
échanges entre ces populations sont peu importants (Figure 6). Les llets Mantouni et
Aipoto étant des sites de reproduction, les individus étudiés dans ce travail n'ont été
pour l'essentiel que des jeunes, et la population de I'Approuague reste en fait a
identifier: il semble donc évident que la pointe Béhague abrite des caimans noirs,
également en en quantités importantes, comme en témoignent la diversité génétique
et I'absence de consanguinité sur I'échantillonnage testé. Les récentes prospections
sur la riviere Kourouai n'ont pas permis de voir des caimans noirs [de Thoisy,
2002b], il se pourrait que les corridors utilisés par les reproducteurs soient situés plus
au Nord, plus en aval sur I'Approuague. A I'heure actuelle, la raison de l'intérét de
ces sites comme zone de nidification n'est pas connue.

De méme, la signification écologique de la structuration entre les populations de
Kaw et de I'Approuague est délicate a estimer. Cette structuration n'est pas
significativement liée a la distance entre ces sous-populations, et il n'y a a priori pas
d'obstacles physiques entre ces 2 zones. La structuration observée serait a
comparer avec celle obtenue entre 2 populations beaucoup plus distinctes
géographiquement (ex. Guyana, Equateur, ...).

En conclusion, il apparait que:

- la population de caimans noirs de la région de Kaw est diverse et a priori viable;

- la taille de la sous-population de la savane Angélique (données de comptage) et
les flux identifiés (cette étude) laissent supposer que cette zone concentre
certainement l'essentiel du potentiel reproducteur et du potentiel de restauration de
I'espéce;

- la sous-population de I'Appouague est certainement davantage en relation une
population située plus a I'Est, vers la Pointe Béhague;

- il serait nécessaire d'envisager une protection forte de I'habitat, qui prenne en
compte ces flux et cette dynamique, et qui soit donc étendue vers I'Est.
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Figure 5. Localisation de la zone d'étude, et sites de prélevements.
Cartes A. Puthon
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Figure 2. Section d'écaille caudale d'un caiman noir sur la riviere
de Kaw.

Figure 3. Gel d'agarose
(révélation aux ultraviolets).

4 loci microsatellites (B, D, E,
) ont été recherchés sur 2
individus. Les loci B, E et |
sont présents (bandes
blanches). D, présent chez
l'alligator, n'est pas retrouvé
chez le caiman noir.

(bandes blanches a droite:
échelle de poids moléculaire)
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Figure 4. Lecture du gel acrylamide, apres marquage radioactif et exposition
photographique (24 heures). A droite: interprétation des 4 premiers échantillons:

- les éléments les plus lourds sont en haut (migration du haut vers le bas)

- barres d'intensité moyenne: alléles utiles, individu hétérozygote; barre de plus
forte intensité: individu homozyote, un seul alléle en double. Barres de plus faibles
intensité: "bruit de fond".

207: les 2 alléles sont les 1° et 3° bandes, poids moléculaires 164 et 170
211 et 651: individus homozygotes, I'allele au poids 160 est en double.
754: hétérozyote, les 2 alléles sont 160 et 168.
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Figure 6. Structuration des populations et flux de reproducteurs.
en orange: principaux échanges; en jaune: échanges occasionnels.
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