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Résumé - Le Triton crété (Triturus cristatus) est un amphibien a dispersion limitée affecté par la
fragmentation de ses habitats et I'érosion génétique associéee. Cette étude vise a dresser un état des lieux de
la structuration génétique des populations wallonnes (Belgique), évaluer les flux de génes entre populations
et estimer la consanguinité pour proposer des mesures de conservation. Dans le cadre du projet Life BNIP,
des échantillonnages ont été réalisés en 2019 et 2023. Des écouvillons buccaux de 540 individus issus de 40
stations réparties en Wallonie ont été collectés. Huit marqueurs microsatellites ont servi au génotypage.

Nos analyses révelent une structure génétique hétérogene, marquée par une division majeure entre les
populations de l'ouest de la Wallonie et les autres. Au moins huit sous-groupes génétiques distincts sont
identifiés, avec une diversité génétique et des échanges de genes plus élevés dans l'ouest. Bien que les
indices de consanguinité élevés ne soient trouvés que dans quelques stations, les flux de géenes entre
populations distantes restent faibles, sauf pour les stations connectées par un réseau de mares. Ces
résultats mettent en évidence I'importance d'intégrer la structure génétique et les flux de genes dans les
stratégies de conservation du Triton créte.

Mots-clés - Conservation, Génétique des populations, Microsatellite, Urodele.

Abstract - The Great Crested Newt (Triturus cristatus) is an amphibian with limited dispersal capacities
affected by habitat fragmentation and associated genetic erosion. This study aims to assess genetic
structuring of populations in Wallonia (Belgium), evaluate gene flow between populations, and estimate
inbreeding to propose effective conservation measures. As part of the Life BNIP project, sampling was
conducted in 2019 and 2023. Buccal swabs were collected from 540 individuals across 40 sites distributed
throughout Wallonia. Eight microsatellite markers were used for genotyping.

Our analyses reveal a heterogeneous genetic structure, characterized by a major division between
populations in western Wallonia and the rest. At least eight distinct genetic subgroups were identified, with
higher genetic diversity and gene flow observed in the western group. Although high inbreeding indices
were found in only a few sites, gene flow between distant populations remains generally low, except for sites
connected by a network of ponds. These findings highlight the importance of integrating genetic structure

and gene flow into conservation strategies for the Great Crested Newt.

Key-words - Conservation, Microsatellite, Population genetics, Urodele.

INTRODUCTION

Les amphibiens dépendent a la fois de milieux
aquatiques et terrestres, ce qui
victimes de la destruction de leurs habitats et plus
particuliérement de leurs habitats de reproduction
(Sodhi et al. 2008). Reconnue comme une des
principales menaces pour ce groupe de vertébrés
(Stevens & Baguette 2008), la fragmentation des

en font des

habitats peut entrainer un isolement génétique et
une perte de diversité pouvant réduire le potentiel
adaptif. Cette vulnérabilité est exacerbée par la
faible capacité de dispersion des amphibiens qui
limite d'autant plus la viabilité des populations
fragmentées. Face a ces constatations, il est essentiel
de mettre en ceuvre des stratégies de conservation
visant a connecter ces populations et & préserver
leur diversité génétique (Beebee & Griffiths 2005).
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Le Triton crété Triturus cristatus (Laurenti, 1768)
illustre parfaitement ces défis. Cet urodéle répandu
a travers |'Eurasie & basse altitude est fortement
affecté par la fragmentation de ses habitats, qui
pourrait conduire & une érosion génétique qui
compromettrait ses capacités d'adaptation dans des
environnements changeants et, de fait menacerait
sa survie a long terme (Angelone 2010, Orizaola et
al. 2010). Les différentes especes du genre Triturus
auraient divergé entre 10,4 et 72 Ma (Arntzen
et al. 2007, Wielstra et al 2019). Bien que leur
diversification précéde les cycles climatiques du
Pléistocene (0,01 & 1,8 Ma), ces périodes glaciaires
ont profondément influencé la diversité génétique
de nombreuses espéces de tritons par des phases
de fragmentation géographique dans des refuges
glaciaires, suivies de recolonisations postglaciaires
(Hewitt 2000, Babik et al. 2005, Wielstra et al. 2013).
Ces refuges, situés dans des régions telles que les
péninsules méditerranéennes (par exemple, les
Balkans), ont faconné la diversité génétique des
populations modernes, notamment au sein du genre
Triturus (Wielstra et al. 2013, Wielstra & Arntzen
2020).

En dehors de ces refuges, comme en Wallonie, les
effets de dérive génétique assortis éventuellement
d’effets fondateurs dus aux recolonisations
post-glaciaires auraient conduit & une diversité
génétique réduite par rapport aux régions situées
plus prés des refuges glaciaires (Dufresnes
& Perrin 2015). Ces dynamiques historiques
influencent encore aujourdhui la résilience et les
capacités adaptatives des populations face aux
pressions environnementales actuelles, soulignant
I'importance cruciale d'une gestion éclairée de la
conservation génétique. En Wallonie, une région du
sud de la Belgique, le Triton crété reste une espéce
inféodée aux milieux ruraux a travers sa présence
dans les zones d’agriculture extensive (Schén et
al. 2011). Il occupe des habitats caractérisés par
des sols argilo-limoneux, marneux ou crayeux,
avec des populations bien établies dans des zones
comme le Hainaut, le Condroz, la Fagne-Famenne
et la Lorraine belge, mais aussi des populations
plus isolées et fragmentées dans le Pays de Herve
et 'Ardenne (Jacob et al. 2007, Denoél & Ficetola
2008). Le Triton crété est considéré comme une
espéce quasi-menacée selon la derniére liste rouge
de l'herpétofaune en Wallonie (Graitson et al
2023), malgré une classification en préoccupation
mineure a I'échelle mondiale en raison de sa large
distribution (IUCN SSC Amphibian Specialist
Group 2023). Parmi les quatre espéces de tritons

belges, celle-ci est non seulement la plus rare mais
aussi celle dont le déclin est le plus prononcé sur
I'ensemble de la Wallonie (de Wavrin 2003, Jacob et
al. 2007, Denoél 2012). Le Triton crété bénéficie donc
d'une protection intégrale de par ses mentions dans
les annexes 2 et 4 de la directive faune-flore-habitats
de 1'Union Européenne (Directive 92/43/CEE), du
Conseil de 'Europe (1979) et dans l'annexe 2 de la
convention de Berne (1992). En outre, il contribue a
la désignation des zones spéciales de conservation
selon le décret Natura2000 (2001).

Dans ce contexte, les outils génétiques constituent
une approche essentielle pour évaluer l'état des
populations et orienter efficacement les stratégies
de conservation. Comprendre la structuration
génétique des populations de Tritons crétés
représente un enjeu central car cela permet
d’identifier les processus a l'origine des variations
génétiques et de cerner les principales menaces
pesant sur 'espéce. La collecte de données génétiques
récentes, comme illustré par de nombreuses études
(Haugen et al. 2024, Kazilas et al. 2024, Schleimer
et al. 2024), offre Uopportunité d’examiner les
trajectoires évolutives des populations et d’éclairer
la mise en place de mesures de gestion adaptées.
Dans cette optique, la présente étude se concentre
sur les populations wallonnes de Triton crété, une
espéce emblématique des écosystémes aquatiques
et un indicateur précieux de leur état de santé.

Les objectifs ont été de dresser un état des lieux des
populations wallonnes de Tritons crétés en se basant
sur I'analyse de huit marqueurs microsatellites. Plus
spécifiquement, notre étude a eu pour objectif : (1)
d’investiguer la structuration génétique du Triton
crété a différentes échelles spatiales ; (2) d’estimer
la diversité génétique et l'indice de consanguinité ;
(38) d’évaluer les flux de génes et 'isolement entre
les populations. In fine, 'étude vise a formuler des
recommandations de conservation spécifiques
pour le Triton crété en Wallonie. Ces améliorations
aspirent a préserver la diversité génétique et a
maintenir les connexions entre les populations pour
assurer la survie a long terme de l'espéce.

Cette étude s’inteégre dans la continuité du projet
Life BNIP (Belgian Nature Integrated Project) qui
contribue & atteindre les objectifs Natura2000 et les
objectifs européens de conservation de la nature.
Il s’agit plus précisément du suivi biologique
nécessaire a la mise en ceuvre concréte de plans
d’actions en Wallonie (Denaeghel 2023).
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MATERIEL ET METHODES

Stations de collecte et acquisition
des données

Notre zone d’étude a couvert une grande partie de
la Wallonie (la région sud de la Belgique) afin de
produire une évaluation globale de la structuration
génétique régionale du Triton crété. La région
wallonne est une terre de contraste avec des zones
industrialisées et agricoles dominées par de grandes
cultures au nord du sillon Sambre et Meuse et une
contrée a tendance forestiére, herbagére et moins
densément peuplée au sud. Les mares wallonnes
ont des origines variées et, outre les traditionnelles
mares abreuvoirs, elles comprennent notamment
des formations originales tels que des sites fossoyés
dans le Hainaut occidental, des fosses d’extraction
d’argile dans le Condroz et en Fagne-Famenne et
des points d’eaux d’origine naturelles, les mardelles,
en Lorraine belge (Graitson et al. 2009). Les mares
échantillonnées étaient présentes dans diverses
localisations, autant dans des réserves naturelles
que chez des particuliers, dans des jardins, des
sites militaires, des bois, des prairies, des carriéres,
d'anciennes argiliéres, d’anciens bras de riviére, etc
(Fig. 1). La liste détaillée des stations prospectées est
disponible dans la section matériel supplémentaire
(S1). Sauf rares exceptions, chaque station

d’échantillonnage comptait entre une et six mares,
séparées au maximum d’un kilométre entre elles.
Au-delad de cette distance, nous considérons deux
stations distinctes. Cette valeur concorde avec les
capacités de dispersion des Tritons crétés (Miaud
1990, Jehle & Arntzen 2000).

Un total de 540 individus répartis sur 40 stations a
été échantillonné, provenant d'un peu moins d’'une
centaine de plans d’eau. La sélection des stations
d’échantillonnage s’est faite selon plusieurs critéres
comme la représentativité géographique de la
Wallonie, la répartition de l'espéce et la connais-
sance d'une population existante. L'objectif était
d'obtenir une vision globale tout en garantissant
un échantillonnage adéquat en termes de nombre
d'individus. C'est pourquoi les populations connues
pour étre les plus abondantes ont été priorisées
dans cette premiére démarche.

Les captures de tritons ont été réalisées a l'aide de
nasses a vairons (25 x 25 x 48 cm), type de piége
fabriqué en filet, adapté pour la capture non létale
des animaux aquatiques. La pose des nasses avait
lieu en fin d’aprés-midi ou en début de soirée. Une
nasse était posée environ tous les cing meétres de
berge favorable afin de maximiser la probabilité de
capture des tritons et assurer un effort de capture
constant (Ferrais 2018). La levée des nasses avait

Figure 1- Vue sur une mare agricole, station située dans le Hainaut, Belgique (Photo : Noa Foucoux).

Figure 1- View of an agricultural pond, station located in Hainaut, Belgium (Picture: Noa Foucoux).
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lieu le lendemain matin, de maniére & minimiser le
temps passé par les tritons dans la nasse et réduire
le stress causé par la capture. Entre chaque mare,
'intégralité du matériel utilisé était désinfectée avec
une solution de Virkon®. Des gants en latex étaient
employés pour la manipulation et changés entre
chaque individu. Les prélévements respectaient
les recommandations de réduction des risques de
dissémination d'agents infectieux et parasitaires
chez les amphibiens lors d'interventions sur le
terrain (Dejean et al. 2007) et les précautions pour les
inventaires faunistiques du DEMNA (Département
de 'Etude du Milieu Naturel et Agricole du Service
Public de Wallonie) concernant les risques de
propagation de la chytridiomycose.

La période d’échantillonnage s’est étendue de mars
a mai 2019 et 2023, ce qui coincide avec les maximas
d’'observations du Triton crété en Wallonie (Jacob et
al. 2007). Les prélévements buccaux ont été réalisés
a laide d’écouvillons stériles annotés (Deltalab®
Collection swab standard, 13 x 165 mm) et conservés
a sec. Cette méthode de prélévement est considérée
comme non invasive et ne présente aucun risque
1étal pour les tritons, respectant ainsi les principes
éthiques relatifs a la collecte d'échantillons chez les
espéces menacées (Broquet et al. 2007).

Analyses des données génétiques

Cette étude a été basée sur le polymorphisme de
marqueurs ADN, les microsatellites. Ces marqueurs
permettent d’évaluer précisément le nombre de
populations génétiques, la diversité génétique
et les flux génétiques entre populations. Les huit
marqueurs microsatellites sélectionnés sont ceux
identifiés par Krupa et al. (2002). Ils sont spécifiques
au Triton crété et ont déja fait leurs preuves dans
des études similaires (Jehle et al. 2005, Maletzky
et al. 2009, Schén et al. 2011, Mikulidek et al 2012,
Vacher et Ursenbacher 2014).

L’ADN de chaque échantillon de salive a été extrait
a laide du kit QiaAmp® DNA Mini suivant les
recommandations du fabricant (QIAGEN 2023). Il
a par la suite été amplifié via une réaction en chaine
par polymérase (PCR). Le protocole de PCR a été
le suivant : une période de chauffage initiale de 15
minutes a 95 degrés a d’abord eu lieu. Par la suite,
les 40 cycles ont suivi cette séquence : une phase
de séparation de 30 secondes & 94°C, une phase
d'hybridation de 1 minute et 30 secondes a 60°C
et une phase d'élongation de 1 minute a 72°C. Les
produits PCR ont été conservés au congélateur a
-20°C jusqu’a leur envoi au génotypage. Une dilution

avait alors lieu suivie par 'ajout de formamide
(Formamide Hi-Di™, Applied Biosystems™) et
d’un standard de taille (GeneScan™ 500 LIZ®). Des
contréles négatifs et positifs (avec des échantillons
collectés en 2019) ont été réalisés afin d’assurer
la qualité des données. Le génotypage permet
de détecter le polymorphisme des fragments
amplifiés via une électrophorése capillaire des
produits PCR dans un séquenceur automatique. Les
fluorochromes correspondants aux microsatellites
spécifiques au Triton crété peuvent étre détectés
selon leur longueur d’onde lors de l'excitation avec
un faisceau laser. Cette derniére varie selon la
charge et la taille des fragments. Cette étape a été
réalisée grace a l'utilisation d'un séquenceur 3730
Genetic Analyser (Applied Biosystems™) mis a
notre disposition & 'Université Libre de Bruxelles.
La visualisation des génotypes s'est effectuée par
la lecture d'électrophorégrammes produits a l'aide
du logiciel GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems™).
Ces électrophorégrammes permettent de visualiser
les alléles présents pour chaque microsatellite
chez chaque individu. Une vérification & l'aide du
script ConGenR sur Rstudio (Version 2021.09.0)
(Lonsinger & Waits 2015) a permis de mettre
en évidence d’éventuels génotypes identiques,
indiquant qu'un méme individu a été capturé
a plusieurs reprises ou qu’il s’agissait de vrais
jumeaux. Micro-checker 2.2.3 (Van Oosterhout et
al. 2004) a été utilisé pour détecter d’éventuels
artefacts et estimer la proportion d’alléles nuls pour
chaque locus. Les résultats non significatifs de cette
analyse n’ont pas justifié 'exclusion de marqueurs.

Pour l'analyse de structuration, le CIPRES Science
Gateway (V.3.3) offre l'outil ParallelStructure qui
assigne statistiquement des individus a des groupes
en fonction de leur génotype pour détecter une
structure populationnelle. Il utilise un algorithme
de clustering bayésien basé sur les chaines de
Markov Monte-Carlo et un modeéle d'admixture
pour minimiser le déséquilibre de Hardy-Weinberg.
Le programme effectue des simulations avec
différentes valeurs de K (nombre de populations)
et une valeur de vraisemblance correspondante.
Plusieurs méthodes, comme celles de Pritchard
et al. (2000) ou d’Evanno et al. (2005) permettent
d’évaluer la structuration la plus probable. Chaque
simulation est composée d'une période de burn-
in (50000 runs) permettant 'indépendance aux
conditions initiales et d'une période d’itérations
composée de 500000 runs, pour un nombre de K
variant entre 1 et 10 (Pritchard et al. 2000, Pritchard
& Wen 2003, Miller et al. 2010, Besnier & Glover 2013,
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Gilbert 2016, Janes et al. 2017). Le post-traitement
des résultats a été réalisé avec le logiciel CLUMPP
(Cluster Matching and Permutation Program) de
la plateforme Clumpak (Cluster Markov Packager
Across K), Structure harvester (v0.6.94) et pophelper
(v1.0.10) pour la visualisation et la comparaison des
regroupements a différentes valeurs de K (Earl et al.
2012, Kopelman et al. 2015, Francis 2017). Ces outils
complémentaires facilitent la détection du nombre
optimal de groupes génétiques. Les analyses de
clustering ont permis d’examiner la structuration a
différentes échelles, débutant avec l'ensemble des
données, puis se focalisant sur des niveaux plus
localisés afin d’identifier une éventuelle micro-
structuration.

Les indices génétiques de cette étude ont été ana-
lysés a l'aide du package diveRsity (Keenan et al.
2013), compatible avec le logiciel Rstudio (Version
2021.09.0). En ce qui concerne les flux de génes, les
indices évalués sont le G’st, un indice de fixation
standardisé et le Djost, un indice de différenciation
allélique. Les mesures de diversité génétique en-
globent le Fis, un indice de structuration interne
d’une population, qui peut é&tre considéré comme
un proxy indirect de la consanguinité, le nombre
d'alleles (A), le pourcentage total d'alleles présents
dans la population (%), la richesse allélique (Ar),
I'hétérozygotie observée (Ho) et attendue (He),
ainsi que l'adéquation au modeéle d'Hardy-Weinberg

(HWE).

Delta K = mean(|L"(K)|) / stdev[L(K)]

1000

800

609.889

DeltaK

400

200

51428 62398
6.962 9.014 0.133 0.671 .646
2 3 4 5 6 7 8 9

Enfin, un test d’isolation par la distance (Mantel
1967) a été effectué a l'aide du package R vegan
sur Rstudio (Version 2021.09.0) afin de tester la
présence d’une corrélation significative entre le
logarithme de la distance géographique (en métres)
et la distance génétique (Fst/(1-Fst)) au seuil de
significativité de 0,05 (Rousset 1997).

RESULTATS

Nos objectifs étaient d'analyser la structuration
génétique, la diversité et les flux de génes au sein
des populations de Tritons crétés en Wallonie. Nous
avons appliqué un filtre de qualité 4 nos données
génétiques, conservant 82,2% des 540 échantillons
recueillis pour analyses (N=444). Ce processus a
exclu les 96 échantillons présentant des génotypes
incomplets, nous permettant de concentrer nos
analyses sur des données fiables.

Structuration génétique

Chaque niveau de séparation apporte des précisions
a différentes échelles. Le schéma global observé
pour la plus faible valeur de K (K=2) correspond a la
solution de regroupement suggérée par la méthode
d’Evanno et al. (2005) révéle une structuration en
deux groupes (Fig. 2). Cette premiere division en
deux groupes génétiques offre des informations sur
la superstructure des populations. Le pourcentage

L(K) (mean +- SD)

—9000
=9500 |

—10000 |

Mean of est. Ln prob of data

-10500 |

Figure 2 - Graphiques représentant la valeur de delta K en fonction de K selon la méthode d'Evanno a gauche ; et la valeur de In P(K) en
fonction de K selon la méthode de Pritchard a droite, d'apres Ianalyse STRUCTURE sur I'ensemble des données.

Figure 2 - Graphs depicting the delta K value as a function of K using the Evanno method on the left; and the In P(K) value as a function of
K using the Pritchard method on the right, based on STRUCTURE analysis of the entire dataset.
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d’appartenance moyen aux différents groupes
a été calculé pour chaque station (Fig. 3). Cette
superstructure tend a séparer la région de l'ouest
(représentée par le groupe en bleu sur la Fig. 3, N=194)
au reste de la Wallonie (représenté par le groupe en
rouge sur la Fig. 3, N=250). Il s’agit donc des deux
grands groupes distincts et majeurs présents en
Wallonie & une échelle globale. Cependant, ces deux
grands groupes pourraient masquer une structure
sous-jacente et la méthode d’Evanno et al. (2005)
tend souvent a choisir la valeur de deux comme
nombre idéal de populations et & potentiellement
masquer la structuration génétique a des niveaux
inférieurs (Janes et al. 2017). Clest pourquoi elle
est & coupler avec d’autres indices comme le
pourcentage d’affiliation des individus aux groupes,
la vraisemblance ou encore la méthode de Pritchard
et al. (2003) afin de choisir le nombre de groupes
qui décrit le mieux les données. Sur la base de ces
parameétres, huit ensembles tendent a se démarquer
pour expliquer la répartition des individus au sein de
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ces deux grands groupes génétiques, ce qui représente
le nombre de groupes correspondant le mieux aux
données tout en restant plausible biologiquement.

Ces sous-groupes représentent la structuration
a une échelle plus fine. Afin de mieux visualiser
la répartition des différents groupes a travers la
Wallonie, le pourcentage d’appartenance moyen
aux différents groupes a été calculé pour chaque
station (Fig. 4). Au cours de nos analyses, les
groupes génétiques se sont distingués de la maniére
suivante : les individus de la station de Petit-
Roeulx-Lez-Braine (en bleu foncé), suivi de ceux des
stations de la Famenne (en rouge), de la Lorraine
belge (en bleu clair), du camp militaire de Marche-
en-Famenne (en orange) et de la Fagne (en jaune).
La zone du Condroz et sa périphérie présentent une
composition génétique mixte. La subtilité réside
dans la structuration des individus du Hainaut (en
vert foncé et vert clair), oi des sous-populations
émergent selon l'échelle étudiée.

’j -/

7/
FUM ,,//’/,4"2//,/« .-

4

Al

y
7 THO

SORb;,
o0
e )

Figure 3 - Représentation de laffiliation moyenne de chaque station a chacun des deux groupes. Chaque diagramme circulaire montre le
pourcentage moyen d'appartenance aux différents groupes de tous les individus d'un site. Les étiquettes indiquent les stations étudiées.

Figure 3 - Representation of the average affiliation of each site to each of the two groups. Each pie chart shows the mean percentage of
membership to different groups for all individuals at a site. The labels indicate the studied stations.
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Figure & - Représentation de laffiliation moyenne de chaque site aux huit groupes en Wallonie (Belgique). Chaque diagramme circulaire
montre le pourcentage moyen d'appartenance aux différents groupes de tous les individus d'un site. Les étiquettes indiquent les stations

étudiées.

Figure 4 - Representation of the average affiliation of each site to the eight groups in Wallonia (Belgium). Each pie chart shows the mean
percentage of membership to different groups for all individuals at a site. The labels indicate the studied stations.

Diversité génétique

Afin d’estimer au mieux les fréquences alléliques,
seules les stations contenant au minimum 10
individus ont été incluses dans cette partie de
l'analyse, ce qui représente un total de 385 Tritons
crétés provenant de 21 stations. Cette approche a
été adoptée afin d'éviter les biais potentiels liés aux
inégalités d'échantillonnage entre les stations.

La richesse allélique la plus élevée se trouve dans
les génotypes des stations de Romedenne (ROM,
4,6), Beloeil (BELa et BELb : 4,33 et 4,12 respecti-
vement) et Barriere d’Ecaussinnes (BEC : 4,16)
(Tab. 1). Les individus ayant la richesse allélique
la plus faible sont retrouvés dans les stations de
Petit-Roeulx-Lez-Braine (PRB, 2,26), Taintignies-
Brunehault (TBR, 2,29), et Ormegnies (ORM, 2,52).
Les individus de Petit-Roeulx-Lez-Braine (PRB),

Beloeil A (BELa), Fumal (FUM) et Villers-Sur-Lesse
(VSL) ont une hétérozygotie observée nettement
inférieure a I'hétérozygotie attendue, signifiant un
excés d’homozygotes au sein de ces stations. Cet
excés d’homozygotes pourrait &tre assimilé & une
valeur forte de l'indice Fis, donnant indirectement
une information sur la consanguinité. Une autre
hypothése serait celle d'une sous-structuration
au sein des différentes mares qui composent ces
stations. En ce qui concerne les Fis, la situation
la plus critique est observée dans les stations de
Templeuve b (TEMb : 0,5811, IC : 0,3558 ; 0,8097),
Petit-Roeulx-Lez-Braine (PRB : 0,3512, IC : 0,2726 ;
0,4301), Comogne (COM : 0,5233, IC : 0,3165 ;
0,7119). La plupart des autres stations posséde un
intervalle de confiance pour le Fis compris entre O

et 0,15 (Tab. 1).
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Tableau 1- Parametres de diversité génétique au sein des sites. N = nombre d'individus ; A = nombre dalleles ; % = pourcentage dalleles
total observé ; Ar = richesse allélique ; Ho = hétérozygotie observée ; He = hétérozygotie attendue ; HWE = adéquation a équilibre d'Hardy-
Weinberg ; Fis = coefficient de consanguinité ; IC Fis bas = valeur inférieure de lintervalle de confiance du Fis ; IC Fis haut = valeur
supérieure de l'intervalle de confiance du Fis. Les étiquettes sur la deuxieme colonne indiquent les stations étudiées.

Table 1- Genetic diversity parameters within sites. N = number of individuals; A = number of alleles; % = percentage of total observed
alleles; Ar = allelic richness; Ho = observed heterozygosity; He = expected heterozygosity; HWE = Hardy-Weinberg equilibrium adequacy;
Fis = inbreeding coefficient; Fis low Cl = lower confidence interval value of Fis; Fis high Cl = upper confidence interval value of Fis.

The labels on the second column indicate the studied stations.

Région naturelle Station N A % Ar Ho He HWE Fis IC Fisbas IC Fis haut
ﬁégion limoneuse  ppp 10 20 2151 229 044 039 04213 -01069 -03215 01012
ennuyere

ﬁegion limoneuse  ppy g3 37 3997 399 057 064 01399 01076 -00495 0,251
ennuyere

ﬁegion limoneuse p\n g 33 3502 356 026 063 LOOE-04 05811  0,3558 0,8097
ennuyere

Région limoneuse 1y 22 40 4349 381 05 06l 400E-04 01863 00507 03202
hennuyeére

Région limoneuse  yp 1 21 2287 252 043 044 01041 00286 -0,2047 0,1906
hennuyére

ﬁegion limoneuse  ppy 19 45 4769 433 049 066 00071 02549 01082 0403
ennuyere

ﬁegion limoneuse  ppy 15 41 4251 412 06 061 01308 00231 -0,1138 0,1401
ennuyere

Segio lisneise e 43 24 2453 226 038 045 0 03512 02726 04301
hennuyeére

pegion limoneuse  pp 19 43 4495 416 057 063 06309 00909 -00248 01942
ennuyere

ﬁegion}imoneuse FAS 19 40 4185 407 063 063 09821 -0008 -01376 01144
ennuyere

Hesbaye FUM 10 29 3073 334 041 064 00168 03573 01664 0,5301
Hesbaye MAZ 1 21 2218 253 058 051 08482 -01362 -03657 00969
Fagne- Famenne ROM 17 47 4897 46 0,6 0,67 0,711  0,1056 -0,0253 0,2206
Fagne- Famenne  BAQ 19 29 3066 316 052 054 08154 00366 -00634 01463
Fagne- Famenne GQU 44 38 40,75 3,63 0,51 0,58 0 0,1241 0,0198 0,227
Fagne- Famenne  VSL 10 27 2852 29 035 057 00191 03863 01096 0,6462
Fagne- Famenne COM 16 33 35,09 3,22 0,27 0,58 0 0,5233 0,3165 0,7119
Calestienne CMMa 18 33 3597 353 056 058 07125 0027 -01343 0,1851
Calestienne CMMb 16 35 3606 374 049 063 0001 0219 00577 0,3868
Ardenne JOU 19 32 3325 366 072 068 0016 Ol71 00454 0,1782
Lorraine PDMb 20 37 3827 38 05 062 700E-04 0188 0028 0,3379

Différenciation génétique

L’indice Djost, indiquant la différenciation géné-
tique entre deux stations, varie entre 0,0006 (entre
Beloeil a et b, IC : -0,0298 ; 0,0528) et 0,4947
(entre Taintignies-Brunehault et Plate-dessous-les-
Monts b, IC : 0,34 ; 0,6362) (Fig. 5). Les stations
ayant le Djost le plus faible sont les stations qui
ont une grande proximité géographique (distance
inférieure a deux kilometres) comme Beloeil a et
b (0,00086, IC : -0,0298 ; 0,0528), Templeuve a et
b (0,0016, IC : -0,061 ; 0,1283), Camp militaire de

Marche-en-Famenne a et b (0,0228, IC : -0,0175 ;
0,0861). En général, les individus provenant des
stations situées dans le Hainaut présentent une
faible différentiation génétique entre eux, avec des
valeurs inférieures & 0,15. En comparaison, cette
différentiation génétique est plus élevée entre les
individus des stations situées hors du Hainaut.
Les Djost significativement supérieurs a 0,25 se
retrouvent majoritairement dans les comparaisons
incluant la station de Comogne et des stations
du Hainaut (Fig. 5). Les Djost les plus faibles se
retrouvent dans les comparaisons incluant des
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Figure 5 - Différenciation génétique (Djost) entre les différents sites étudiés. La différenciation génétique (Djost) est représentée par
une palette de couleurs allant du bleu (faible différenciation génétique) au rouge (forte différenciation génétique), avec des nuances
intermédiaires pour indiquer les niveaux de différenciations. Les étiquettes sur les axes des lignes et des colonnes indiquent les stations

étudiées.

Figure 5 - Genetic Differentiation (Djost) Between the Different Study Sites. Genetic differentiation (Djost) is represented by a color
palette ranging from blue (low genetic differentiation) to red (high genetic differentiation), with intermediate shades indicating levels of
differentiation. The labels on the row and column axes indicate the study stations.

sites proches, comme entre les stations Beloeil
aetb (0 IC :-0,0298 ; 0,0528). Les tendances
observées pour le G'st sont similaires. Les indices
de différenciations génétiques et leurs intervalles
de confiance pour chaque station sont disponibles
dans la section matériel supplémentaire (S2).

Test d'isolation par la distance

A la suite de l'analyse du test de Mantel (1967), une
corrélation positive significative a été observée
entre la distance génétique (mesurée par Fst/
(1-Fst)) et la distance géographique (mesurée par
son logarithme, en métres), avec un coefficient de
corrélation de 0,248 et une p-valeur de 0,01 (S3).

DISCUSSION

Considérations générales

Les résultats obtenus contribuent a notre
compréhension de lorganisation génétique de
l'espéce tant & l'échelle des grandes régions
naturelles qu'a des niveaux plus locaux. Les
Tritons crétés de 'ouest de la région wallonne sont

génétiquement différents des autres présents en

Wallonie. De plus, il existe des groupes distincts a
un niveau local, ce qui montre des variations au sein
d’une méme région. Les résultats de Cox et al. (2021)
principalement obtenus en Flandre (Belgique)
confirment des observations similaires.

Notre analyse de la diversité génétique des
Tritons crétés en Wallonie révele des variations
cohérentes avec celles observées dans d'autres
régions européennes, comme en Saxe, en Flandre
ou en Alsace (Meyer & Grosse 2007, Schén et al.
2011, Vacher & Ursenbacher 2014). Par ailleurs,
les résultats obtenus en Wallonie, tels que la
richesse allélique et les valeurs dhétérozygotie,
sont globalement cohérents avec ceux rapportés
pour Triturus marmoratus (Jehle et al 2005),
Triturus carnifex (Maletzky et al. 2009) et Triturus
dobrogicus (Mikuliéek et al. 2012). Cependant, les
études peuvent utiliser des marqueurs différents,
comme des microsatellites spécifiques a Triturus
cristatus, qui ne s'amplifient pas systématiquement
chez les autres espéces du genre Triturus. Malgré
ces différences méthodologiques, les tendances
observées restent intéressantes pour comparer
certains niveaux de diversité génétique, bien que
certaines variations puissent s’expliquer par des

- Bull. Soc. Herp. Fr. (2025) 187 | 1-20



Beaumariage et al. 2025 | Diversité génétique et structure des populations de Triton crété (Triturus cristatus) en Wallonie (Belgique) :

Enjeux pour sa conservation | doi : 10.48716/bullshf.187-5

ARTICLE

histoires biogéographiques distinctes, caractérisées
par des périodes de fragmentation des habitats et des
effets de bordure géographique. Plus spécifiquement,
il a été suggéré que les populations d’amphibiens
situées loin des refuges glaciaires historiques sont
généralement plus vulnérables en raison d’une
diversité génétique globalement plus faible. Ce
facteur souligne 'importance de prendre en compte
la génétique des populations dans une approche
intégrée de la conservation (Dufresnes & Perrin 2015).

En Wallonie, l'indice de différenciation génétique
révele des variations significatives entre popula-
tions, témoignant de flux géniques limités entre
certaines stations. Cette structuration génétique
est corroborée par la corrélation observée entre
distances génétiques et géographiques, comme le
confirment les études de Mikuli¢ek et al. (2012) et
Jehle et al. (2005). De maniére similaire, Cox et al.
(2021) ont mis en évidence l'influence des caracté-
ristiques géographiques, telles que les barriéres
naturelles et lisolement des populations, sur la
structuration génétique des Tritons crétés.

En paralléle, nous avons identifié plusieurs schémas
génétiques distincts. Ces constats sont illustrés
dans les sections suivantes a travers des exemples
spécifiques observés.

Les signaux d'une faible
diversité génétique
L’ensemble des Tritons crétés analysés pour les
stations de Famenne présentent globalement des
indices de diversité génétiques faibles et une grande
différenciation génétique avec 'ensemble des autres
stations, méme les plus proches géographiquement,
suggérant un isolement important. Toutefois, il faut
considérer que l'exceés dhomozygotes, tout comme
les valeurs de diversité génétique, pourraient
étre influencés par un échantillonnage inégal qui
aurait pu sélectionner un nombre disproportionné
d'individus présentant des similarités génétiques
(Wielstra et al. 2013, Wang 2018). Cependant,
l'exploration de l'historique de la zone pourrait
apporter des éclaircissements sur 1'état actuel des
populations de Famenne et permettre de formuler
d’autres hypothéses explicatives & ce résultat. Dans
les années 2000, ces populations ont connu un déclin
important (com. pers. T. Kinet 2023). Malgré la
mise en place de projets de restauration de l'habitat,
comme le Projet Life Prairies Bocageres (Goret
2020), il est probable que les effets de ces actions
n'aient pas été suffisamment rapides pour stopper la

perte de diversité génétique. Ce phénomene pourrait
expliquer la faible diversité génétique et les degrés
d’isolement observés dans ces populations. Un
scénario envisageable serait donc que cette situation
soit le résultat de dynamiques de disparition et de
recolonisation, ol les flux géniques n'ont pas encore
eu suffisamment de temps pour restaurer la diversité
génétique. Cela pourrait &tre dii & un nombre initial
limité d'individus fondateurs lors de la recolonisation
de la zone, expliquant lexcés d’homozygotes que
nous détectons. Cette situation souligne l'importance
de la conservation et de la gestion des populations
de Tritons crétés dans cette région afin de prévenir
une perte supplémentaire de diversité génétique.

Une population isolée,
en bonne santé génétique

Les Tritons crétés des stations de Lorraine belge
s’associent pour former un groupe génétique
unique qui se différencie nettement des autres
groupes wallons. Cependant, cet isolement géogra-
phique en Wallonie ne semble pas nécessairement
entraver la santé génétique de la population. Un
échantillonnage complémentaire serait intéressant
afin d’estimer de maniére plus précise I’évolution de
cette population et ses potentielles connexions avec
celles des pays voisins.

Tout comme en Famenne, des actions de conser-
vation ont récemment été entreprises dans cette
région de Wallonie, notamment via des creusements
de mares. Dans ce cas, les mesures semblent avoir
été prises a temps et ont permis aux populations de
se maintenir. Cependant, il convient de noter que les
mares nouvellement (re)creusées, sont rarement co-
lonisées par les Tritons crétés au cours des premiéres
années. Ces amphibiens ont notamment une préfé-
rence pour les étendues d'eau plus anciennes présen-
tant un réseau trophique bien établi (Braconnier 2015,
com. pers. T. Kinet 2023). Ainsi, il serait judicieux
de suivre I'évolution de ces mares plusieurs années
aprés leur creusement. Cette démarche permettrait
d'orienter les actions de gestion et de conserva-
tion vers une approche plus réfléchie et prudente,
visant & minimiser les effets négatifs potentiels lors
du recreusement des mares partiellement atterries
destinées a accueillir les Tritons crétés.

Des réseaux de mares favorables
alespece
Nous avons également pu analyser la situation &

une échelle plus restreinte, notamment au sein du
Camp militaire de Marche-en-Famenne. Ce site est
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particuliérement intéressant puisqu’il comprend
un grand nombre de mares qui forment un réseau
particuliérement dense. Cette organisation permet
de considérer les tritons qui les fréquentent
comme une métapopulation puisque 'absence de
structuration génétique indique clairement que
la proximité des mares encourage leur dispersion,
favorisant des échanges génétiques essentiels
a la diversité de l'espéce. En paralléle, une étude
réalisée au sein de cette population, la plus grande
de Wallonie, a mis en évidence une forte infidélité
aux sites de reproduction et la coexistence de deux
phénotypes de dispersion chez les Tritons crétés :
un phénotype fidéle aux mares et un phénotype
dispersant (Denoél et al. 2018).

Ces échanges génétiques sont soutenus par la dy-
namique induite par le régime militaire, générant
des orniéres et des mares temporaires, favorisant
ainsi la dispersion des tritons. Plus largement, nos
résultats confirment l'importance des flux géniques
lorsque les mares sont proches et forment un
réseau, comme c’est également observé au sein des
mares des deux stations de Beloeil. Ces constata-
tions soulignent l'importance de la proximité géo-
graphique dans les échanges génétiques au sein
des populations de Tritons crétés. C’est d’ailleurs ce
qui a été observé dans l'étude de Cox et al. (2021),
ot la distance a la mare la plus proche explique
significativement la richesse allélique observée,
une observation également confirmée dans notre
propre étude.

Une situation globalement contrastée

Globalement, les populations de Tritons crétés
de l'ouest de la Wallonie (province du Hainaut)
montrent une connectivité génétique supérieure
comparée a celles d'autres régions wallonnes. Elles
possédent les indices de diversité génétique les
plus encourageants (& l'exception des stations de
Taintignies-Brunehault et Petit-Roeulx-Lez-Braine),
malgré le fait que cette région soit parmi les plus
urbanisées en Wallonie. Cela rend la distinction
entre ces populations peu marquée, indiquant des
échanges géniques et une connectivité plus élevée.
Une hypothése plausible est que ces populations
seraient issues de groupes séparés depuis
relativement peu de temps. Elles pourraient ainsi
conserver certaines similarités génétiques.

Certaines populations de cette zone, comme les
Tritons crétés de la station de Fosse-aux-sables se
démarquent particulierement en termes d'indices
de diversité et de différenciation génétique.

Inversement, les tritons de Petit-Roeulx-Lez-Braine,
situés a la limite du Brabant wallon, forment un
groupe distinct se séparant du reste des échantillons
a tous les niveaux d'analyses. L'isolement, reflété
par le taux élevé de consanguinité ainsi que la faible
diversité génétique de l'ensemble des individus
de cette station renforce I’hypothése qu’elle
proviendrait d’un nombre restreint d’individus
fondateurs. Les individus de Petit-Roeulx-Lez-
Braine pourraient éventuellement provenir d'une
réintroduction & partir de populations extérieures
a la Wallonie. Les translocations officieuses de cet
urodéle semblent en effet plus répandues qu’on ne
le pense (com. pers. E. Graitson 2023).

Des implications de gestion

La préservation du Triton crété requiert une ap-
proche stratégique, capitalisant sur les connais-
sances génétiques et adoptant des mesures de
gestion durables. En effet, les avancées dans la
structuration et la santé génétique de l'espéce
offrent des outils précieux pour guider les efforts
de conservation. Parallélement, il est impératif que
les mesures de gestion adoptées soient congues
pour produire des résultats durables sur le long
terme étant donné la longévité de cette espéce et
le temps nécessaire a l'établissement des réseaux
trophiques propices a ce triton dans les mares
(Langton et al. 2001).

La conservation des habitats

L'entretien des mares, notamment par le curage et
l'élimination contrdlée de la végétation, est essentiel
pour maintenir des conditions environnementales
favorables et éviter l'accumulation de matiéres
organiques qui pourrait réduire l'oxygénation de
l'eau (Denoél & Ficetola 2008). De plus, la création
de zones tampons et l'adoption de pratiques
agricoles extensives aux alentours des habitats
aquatiques favorise la conservation du coeur de ces
habitats, renforcant ainsi les efforts de conservation
génétique (Murcia 1995, Langton et al. 2001).
En favorisant la préservation de ces habitats et
réduisant les pressions environnementales, non
seulement nous contribuons a assurer la survie des
Tritons crétés, mais nous favorisons également des
conditions propices & une bonne santé génétique
au sein de leurs populations (Dencél et al. 2013).
Les résultats génétiques obtenus dans certaines
stations (TEMa, TEMb, VAU, PDMa, ETA, NOB),
pourraient étre interprétés en partie comme le
reflet des conditions environnementales observées,
notamment dans des mares presque atterries. Bien
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que cette observation ne puisse étre affirmée avec
certitude sans analyses complémentaires, elle
souligne l'importance de lentretien des habitats
aquatiques dans une perspective plus large de
conservation.

Il serait pertinent pour des études futures d'exami-
ner plus en détail la résilience de l'espéce face aux
changements environnementaux, notamment en
étudiant les adaptations des Tritons crétés a diffé-
rentes conditions biotiques et abiotiques. Les don-
nées antérieures suggérent que les tritons peuvent
avoir un succes reproducteur plus élevé dans des
mares connectées par des réseaux de petits plans
d'eau, comparativement aux mares isolées (Langton
et al. 2001). D’autres facteurs écologiques tels que
les caractéristiques du paysage (présentes et pas-
sées) et de la mare influencent la variation spatiale
de l'abondance du Triton crété (Dencél et al. 2013).
Cette adaptabilité pourrait jouer un réle clé dans
leur capacité a faire face a des habitats en déclin ou
en transformation.

Les réseaux écologiques

Notre étude contribue & mettre en évidence les
bénéfices du maintien des réseaux écologiques via le
maillage de mares pour la conservation des Tritons
crétés (Jacob et al. 2007, Baker et al. 2011). Ces
espéces vivent généralement en métapopulations,
ce qui souligne la nécessité de maintenir un flux
de geénes a travers la dispersion et la connexion
entre les sites de reproduction (Miaud 1990, Jehle
2000). L'établissement de réseaux de mares est
donc recommandé pour faciliter les déplacements
des tritons. En effet, une proximité accrue avec les
points d’eau voisins favorise un flux génique plus
important, ce qui se traduit par une plus grande
diversité allélique (Cox et al. 2021). Des illustrations
du succes de cette méthode sont trouvées dans les
stations de Beloeil, Grand-Quarti et dans le Camp
Militaire de Marche-en-Famenne, ot de nombreux
échanges existent entre les tritons des différentes
mares qu’ils abritent. Le renouvellement des
populations est d’ailleurs directement corrélé avec
la proximité entre les habitats aquatiques (Werner
et al. 2007), notamment puisque la dispersion
représente un colt énergétique. Sans cette
connexion, chaque plan d’eau fonctionne comme
une unité populationnelle distincte.

Diversifier les habitats de reproduction en multi-
pliant les points d'eau offre également une solution
face a la menace croissante d'asséchement des
points d’eau en Belgique et ailleurs en Europe. Par

conséquent, le recreusement des mares existantes
et la mise en place de nouvelles mares, particuliere-
ment & proximité de celles en cours de comblement,
sont des stratégies essentielles pour minimiser
les risques d'extinction locale (com. pers. T. Kinet
2023). La création du réseau (Jacob et al. 2007,
Baker et al. 2011) peut étre envisagée sur toutes les
stations, avec une attention pour les sites isolés
autant géographiquement (Joncret, Mazy, Fumal,
Journal dans notre étude) qu’a la suite de facteurs
abiotiques (Ormegnies et Taintignies-Brunehault
dans notre étude). L'approche pour la création de
ces nouvelles mares doit étre analytique, en sélec-
tionnant stratégiquement les emplacements qui
optimisent les chances de recolonisation naturelle
et la connectivité & long terme. Cette diversifica-
tion des habitats de reproduction contribue ainsi
a renforcer la résilience des populations face aux
fluctuations environnementales.

Les translocations d’individus

Les translocations d’individus représentent une
stratégie de gestion pertinente pour les popula-
tions de Tritons crétés, particulierement pour celles
confrontée & des problémes de santé génétique. Des
exemples de succés de translocations ont été docu-
mentés tels que des programmes de réintroduction
de Triton crétés en Angleterre (Edgar et al. 2005)
ainsi que des opérations menées dans le cadre
du projet Life in Quarries, visant a réintroduire
des Tritons crétés dans des carrieres wallonnes
(Taymans 2021). Toutefois, les individus transloqués
pourraient ne pas étre bien adaptés a leur nouvel
environnement et la transmission de leurs alléles
potentiellement mal adaptés aux populations
autochtones, pourrait entrainer leur déclin. De plus,
ces translocations présentent un risque de transfert
de plantes envahissantes ou de maladies, comme la
chytridiomycose. Il est donc essentiel de privilégier
I'amélioration du statut des populations existantes
avant de recourir & ces mesures, notamment via la
reconnexion des stations possédant des indices de
diversité génétique peu élevés (Langton et al. 2001,
Edgar et al. 2005).

Les populations sources doivent étre sélectionnées
avec soin pour éviter l'introduction d’individus
consanguins, rester géographiquement cohérentes
et maximiser la diversité génétique. Les stations
caractérisées par une forte connectivité et une
grande diversité génétique (comme Beloeil et Fosse-
aux-sables) sont recommandées comme populations
sources pour les translocations. La mise en place
d'un protocole rigoureux est cruciale, y compris
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une analyse pathogéne préalable pour assurer la
santé des individus transloqués. Les interventions
doivent étre réalisées de maniére séquentielle sur
plusieurs années pour garantir l'établissement
d'une population viable et structurée. Les stades
de développement précoces, tels que les ceufs et
les tétards, sont préférés pour les translocations
car ils présentent des risques plus faibles pour les
populations adultes (Langton et al. 2001).

L’accent devrait étre placé sur le renforcement
des populations isolées (Joncret, Ormegnies,
Taintignies-Brunehault et Petit-Roeulx-Lez-Braine),
aux populations dont les indices de diversité
génétiques sont bas (Comogne, Fumal, Templeuve b)
et aux plus petits effectifs (Yvoir, Rostenne, Gesves,
Thon), qui sont plus sujettes aux phénomeénes
stochastiques et ont un risque d’extinction plus
importants (Lliams 2000). Dans tous les cas, la
documentation rigoureuse de ces actions ainsi que
la participation des experts, des gestionnaires des
espaces naturels et des parties prenantes locales
sont essentielles pour assurer la réussite de ces
actions de conservation sur le long terme.

Bien qu'une partie des populations présente
un degré élevé de flux génique et une diversité
génétique accrue, il est crucial de poursuivre les
efforts de conservation pour assurer un avenir
durable aux populations de Tritons crétés et d'autres
espéces d'amphibiens. La préservation des habitats,
la facilitation des échanges génétiques entre les
populations et le suivi régulier des populations sont
des éléments essentiels pour assurer la conservation
a long terme de cette espéce.

Pour conclure, notre étude souligne l'importance
d'une approche intégrée, combinant compréhension
de la structuration génétique et des préférences
écologiques du Triton crété pour développer des
stratégies de conservation efficaces et assurer la
pérennité de cette espéce emblématique. Notre
étude met en lumiére la nécessité de poursuivre
une approche multifactorielle qui prend en compte
la génétique pour développer des stratégies de
conservation efficaces.
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MATERIEL SUPPLEMENTAIRE S1

S1- Détails des différents sites prospectés. Nbr mares = nombre de mares échantillonnées ; N éch 2019 = nombre déchantillon récolté en
2019 : N éch 2023 = nombre d‘échantillons récoltés en 2023 ; N éch Tot = nombre déchantillon total récolté ; N génotypes >5 marqueurs =
Nombre d&chantillons dont le génotype contient plus de 5 marqueurs détecté (contenant donc mains de 6 valeurs manquantes).

S1- Details of the different surveyed sites. Nbr mares = number of sampled ponds; N ech 2019 = number of samples collected in 2019; N ech
2023 = number of samples collected in 2023; N ech Tot = total number of samples collected; N genotypes >5 markers = Number of samples
with genotypes containing more than 5 detected markers (thus containing less than 6 missing values).

Province Région naturelle Station Code site mI:.E:s I\;g:: I:::: N iﬂl genoljypes
Hainaut Région limoneuse Peronnes 1 7
Hainaut Région limoneuse Taintignies-Brunehaut TBR 1 8 9 17 10
Hainaut Région limoneuse Templeuve a TEMA 1 8 7 15 13
Hainaut Région limoneuse Templeuve b TEMB 1 0 23 23 10
Hainaut Région limoneuse Vaulx VAU 3 12 17 29 22
Hainaut Région limoneuse Peruwelz PRZ 2 2 0 2 2
Hainaut Région limoneuse Marionville MRN 3 0 7 7 7
Hainaut Région limoneuse Ormegnies ORM 1 0 11 11 11
Hainaut Région limoneuse Beloeil a BELA 6 22 0 22 19
Hainaut Région limoneuse Beloeil b BELB 4 15 0 15 15
Hainaut Région limoneuse Petit-Roeulx-Lez-Braine PRB 2 45 0 45 43
Hainaut Région limoneuse Chemin d'Horrues CHE 2 0 20 20 9
Hainaut Région limoneuse Barriére d'Ecaussinnes BEC 1 19 0 19 19
Hainaut Région limoneuse Ecaussinnes ECA 1 4 0 4 3
Hainaut Condroz Joncret JON 1 5 0 5 5
Hainaut Région limoneuse Fosse aux Sables 4
—
Liége Hesbaye Fumal
Liége Hesbaye Hermalle
—
Namur Hesbaye Mazy (Gembloux) 4 0
Namur Condroz Rostenne ROS 1 1 0 1 1
Namur Condroz Yvoir YVO 1 1 0 1 1
Namur Condroz Thon THO 1 0 2 2
Namur Condroz Gesves GES 1 4 0 4 3
Namur Condroz Sorée ouest SORA 3 0 10 10 7
Namur Condroz Sorée est SORB 2 0 10 10 5
Namur Fagne- Famenne Romedenne ROM 2 18 0 18 17
Namur Fagne-Famenne Baquet BAQ 3 12 7 19 19
Namur Fagne-Famenne Grand Quarti GQU 5 9 37 46 44
Namur Fagne-Famenne Comogne COM 3 0 20 20 16
Namur Fagne-Famenne Villers sur Lesse VSL 1 0 20 20 10
Namur Fagne-Famenne Winenne WIN 1 0 0 0 0
Namur Fagne-Famenne Mariembourg MRG 2 0 8 8 6
Namur Fagne-Famenne Camp militaire de Marche CMM 0
—
Luxembourg  Ardenne Journal (la Roche) JO 1 0
Luxembourg  Lorraine Hachy HAC 2 0 2
Luxembourg  Lorraine Etalle ETA 2 0 0
Luxembourg  Lorraine Plate Dessous les Monts1 PDMA 2 8 1
Luxembourg  Lorraine Plate Dessous les Monts 2 PDMB 4 0 20 20 20
Luxembourg  Lorraine Nobressart NOB 3 0 6 6 2
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MATERIEL SUPPLEMENTAIRE S2

$2 - Valeurs de différenciation génétique entre les sites.
BC_mean = Moyenne ; BC_Lower_95%Cl = intervalle de confiance inférieur ; BC_Upper_95%Cl = intervalle de confiance supérieur.

$2 - Genetic differentiation values between sites.
BC_mean = Mean; BC_Lower_95%Cl = Lower 95% confidence interval; BC_Upper_95%Cl = Upper 95% confidence interval.

Djost BC_mean BC_Lower_ BC_Upper_ Djost BC_mean BC_Lower_ BC_Upper_
95%CI 95%CI 95%CI 95%CI
TBR vs. TEMa 0.1393 0.0555 0.2667 TEMb vs. ROM 0.2272 0.1061 0.3542
TBR vs. TEMb 0.1665 0.0874 0.3017 TEMb vs. BAQ 0.3317 0.2316 0.4675
TBRvs. VAU 0.1347 0.0565 0.2353 TEMb vs. GQU 0.2589 0.1446 04208
TBR vs. ORM 0.15 0.0978 0.2097 TEMb vs. VSL 0.3226 0.1403 0.4998
TBR vs. BELa 0.0996 0.0363 0.1944 TEMb vs. COM 04314 0.295 0.5811
TBR vs. BELb 0.0984 0.0407 0.1771 TEMb vs.CMMa  0.3169 0.2099 0.4413
TBR vs. PRB 0.1843 0.1392 0.2386 TEMb vs.CMMb  0.2024 0.1115 0.335
TBR vs. BEC 0.1011 0.0416 0.184 TEMb vs. JOU 0.1293 0.0355 0.2593
TBR vs. FAS 0.1022 0.0439 0.1761 TEMb vs. PDMb 0.31 0.1874 0.4593
TBR vs. FUM 0.1564 0.0279 0.3206 VAU vs. ORM 0.1789 0.0715 0.2951
TBR vs. MAZ 0.0949 0.0477 0.1547 VAU vs. BELa 0.0073 -0.0342 0.0718
TBR vs. ROM 0.2486 0.1705 0.3236 VAU vs. BELb 0.004 -0.0306 0.0655
TBR vs. BAQ 0.2645 0.1975 0.3276 VAU vs. PRB 0.1396 0.0878 0.2015
TBRvs. GQU 0.1642 0.1042 0.2398 VAU vs. BEC 0.0729 0.0072 0.1597
TBR vs. VSL 0.3514 0.2221 0.4978 VAU vs. FAS 0.0646 0.0108 0.1364
TBR vs. COM 04777 0.3534 0.6166 VAU vs. FUM 0.1037 0.0108 0.2307
TBR vs. CMMa 0.2048 0.1298 0.2993 VAU vs. MAZ 0.2519 0.1625 0.3578
TBR vs. CMMb 0.1748 0.0884 0.2779 VAU vs. ROM 0.2183 0.1264 0.3331
TBR vs. JOU 0.1525 0.092 0.2285 VAU vs. BAQ 0.2665 0.1687 0.3619
TBR vs. PDMb 0.4947 0.34 0.6362 VAU vs. GQU 0.2712 0.1894 0.3607
TEMa vs. TEMb 0.0016 -0.061 0.1283 VAU vs. VSL 0.223 0.0981 0.3566
TEMa vs. VAU 0.0422 -0.0141 0.129 VAU vs. COM 0.3505 0.2152 0.4948
TEMa vs. ORM 0.1846 0.0767 0.3122 VAU vs. CMMa 0.2057 0.1293 0.2941
TEMa vs. BELa 0.0332 -0.0277 0.1247 VAU vs. CMMb 0.1776 0.0861 0.2808
TEMa vs. BELb 0.0439 -0.0155 0.1371 VAU vs. JOU 0.1191 0.0572 0.1964
TEMa vs. PRB 0.1701 0.1136 0.2362 VAU vs. PDMb 0.184 0.0948 0.2853
TEMa vs. BEC 0.0459 -0.0125 0.124 ORM vs. BELa 0.1137 0.0321 0.2279
TEMa vs. FAS 0.1155 0.0487 0.2 ORM vs. BELb 0.0984 0.0139 0.2122
TEMa vs. FUM 0.0509 -0.041 0.1885 ORM vs. PRB 0.1494 0.0972 0.2174
TEMa vs. MAZ 0.0965 0.0176 0.2162 ORM vs. BEC 0.1149 0.0565 0.1852
TEMa vs. ROM 0.2326 0.144 0.34 ORM vs. FAS 0.1734 0.0919 0.2796
TEMa vs. BAQ 0.2366 0.1523 0.3273 ORM vs. FUM 0.2379 0.0884 0.4023
TEMa vs. GQU 0.2182 0.1389 0.33 ORM vs. MAZ 0.293 0.1616 0.4529
TEMa vs. VSL 0.2323 0.0753 0.3927 ORM vs. ROM 0.2144 0.1166 0.3344
TEMa vs. COM 04044 0.2683 0.5493 ORM vs. BAQ 0.2135 0.1617 0.2887
TEMa vs. CMMa 0.2731 0.1826 0.383 ORM vs. GQU 0.2852 0.2108 0.3822
TEMavs.CMMb  0.2096 0.1188 0.3181 ORM vs. VSL 0.1998 0.075 0.3974
TEMa vs. JOU 0.0745 0.0148 0.1602 ORM vs. COM 0.3653 0.2307 0.5035
TEMa vs. PDMb 0.2714 0.1667 04021 ORM vs. CMMa 0.1532 0.0903 0.234
TEMb vs. VAU 0.0616 -0.0251 0.1926 ORM vs. CMMb 0.1451 0.0805 0.2193
TEMb vs. ORM 0.1741 0.0386 0.3607 ORM vs. JOU 0.13 0.0481 0.2283
TEMb vs. BELa 0.0715 -0.0253 0.1994 ORM vs. PDMb 0.2146 0.0998 0.343
TEMb vs. BELb 0.0553 -0.0412 0.2008 BELa vs. BELb 6.00E-04 -0.0298 0.0528
TEMb vs. PRB 0.1343 0.0269 0.3257 BELa vs. PRB 0.136 0.0849 0.1969
TEMb vs. BEC 0.0697 -0.0392 0.2404 BELa vs. BEC 0.0486 -0.002 0.126
TEMb vs. FAS 0.123 0.0422 0.2507 BELa vs. FAS 0.0958 0.0418 0.1758
TEMb vs. FUM 0.1571 -0.0088 0.3742 BELa vs. FUM 0.0672 -0.0263 0.2027
TEMb vs. MAZ 0.1498 0.0468 0.2736 BELa vs. MAZ 0.175 0.1081 0.2672
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|
Djost BC_mean BC_Lower_ BC_Upper_ Djost BC_mean BC_Lower_ BC_Upper_
95%CI 95%CI 95%CI 95%CI
BELa vs. ROM 0.1729 0.0963 0.268 FAS vs. JOU 0.1161 0.0492 0.1871
BELa vs. BAQ 0.2242 0.1444 0.315 FAS vs. PDMb 0.2122 0.1025 0.3414
BELavs. GQU 0.2531 0.1653 0.3585 FUM vs. MAZ 0.1017 0.0169 0.2369
BELa vs. VSL 0.218 0.0675 0.3951 FUM vs. ROM 0.2251 0.0987 0.3681
BELa vs. COM 0.3845 0.2528 0.525 FUM vs. BAQ 0.3121 0.2005 0.4657
BELa vs. CMMa 0.1774 0.1059 0.2769 FUM vs. GQU 0.1206 0.0549 0.2164
BELa vs. CMMb 0.1479 0.0731 0.2483 FUM vs. VSL 0.2015 0.046 0.3846
BELa vs. JOU 0.0805 0.0276 0.1577 FUM vs. COM 0.2797 0.153 04211
BELa vs. PDMb 0.1833 0.0941 0.2844 FUM vs. CMMa 0.2348 0.1345 0.3601
BELb vs. PRB 0.0785 0.0437 0.1194 FUM vs. CMMb 0.2657 0.1379 04117
BELb vs. BEC 0.029 -0.0174 0.0908 FUM vs. JOU 0.013 -0.0307 0.0862
BELb vs. FAS 0.0556 0.0138 0.1152 FUM vs. PDMb 0.2589 0.1619 0.3811
BELb vs. FUM 0.0744 -0.0148 0.1828 MAZ vs. ROM 0.261 0.161 0.3707
BELb vs. MAZ 0.1338 0.0654 0.2276 MAZ vs. BAQ 0.3144 0.1996 04304
BELb vs. ROM 01272 0.0499 0.2163 MAZ vs. GQU 0.1499 0.0892 0.2257
BELb vs. BAQ 0.2031 0.1356 0.2786 MAZ vs. VSL 0.2886 0.1678 04345
BELb vs. GQU 0.1815 0.1216 0.2541 MAZ vs. COM 0.432 0.2941 0.5658
BELb vs. VSL 0.1483 0.0373 0.2892 MAZ vs. CMMa 0.2846 0.155 04074
BELb vs. COM 0.3253 0.2038 0.4591 MAZ vs. CMMb 0.1866 0.1009 0.2862
BELb vs. CMMa 0.1658 0.1118 0.2305 MAZvs. JOU 0.0881 0.0339 0.1587
BELb vs. CMMb 0.1452 0.0745 0.2354 MAZ vs. PDMb 0.302 0.1844 0421
BELb vs. JOU 0.04 -1.00E-04 0.0912 ROM vs. BAQ 0.0674 0.0089 0.1489
BELb vs. PDMb 0.146 0.0658 0.239 ROM vs. GQU 0.1488 0.0831 0.2235
PRB vs. BEC 0.0795 0.0546 0.1094 ROM vs. VSL 0.1 -0.0166 0.2286
PRB vs. FAS 0.1354 0.1023 0.1754 ROM vs. COM 0.2272 0.1129 0.3682
PRB vs. FUM 0.2937 0.2097 0.369 ROM vs. CMMa 0.116 0.0487 0.2036
PRB vs. MAZ 0.2684 0.2038 0.3473 ROM vs. CMMb 0.0787 0.0092 0.1778
PRB vs. ROM 0.2264 0.1662 0.2916 ROM vs. JOU 0.0998 0.0384 0.1801
PRB vs. BAQ 0.2196 0.1633 0.2824 ROM vs. PDMb 0.2121 0.1056 0.3409
PRB vs. GQU 0.2989 0.2362 0.3626 BAQvs. GQU 0.2352 0.155 0.3368
PRB vs. VSL 0.3205 0.1869 04267 BAQ vs. VSL 0.2691 0.1083 0.4079
PRB vs. COM 0.349 0.2635 04345 BAQ vs. COM 0.4096 0.31 0.5293
PRB vs. CMMa 0.2316 0191 0.2816 BAQ vs. CMMa 0.2209 0.1567 0.2929
PRB vs. CMMb 0.1676 0.1261 0.2195 BAQ vs. CMMb 0.1807 0.0995 0.2881
PRBvs. JOU 0.2531 0.1802 0.3244 BAQ vs. JOU 01229 0.0779 0.1781
PRB vs. PDMb 0.2382 0.1729 0.3113 BAQ vs. PDMb 04275 0.2906 0.5582
BEC vs. FAS 0.0687 0.021 0.1294 GQU vs. VSL 0.0917 0.0208 0.19
BEC vs. FUM 0.1155 0.0158 0.2378 GQU vs. COM 0.1058 0.0449 01991
BEC vs. MAZ 0.189 0.111 0.2892 GQU vs. CMMa 0.1495 0.0832 0.2459
BEC vs. ROM 0.1009 0.0334 0.1841 GQU vs. CMMb 0.2081 0.1139 0.314
BEC vs. BAQ 0.1588 0.0911 0.2405 GQU vs. JOU 0.0478 0.0071 0.1067
BEC vs. GQU 0.2458 0.1644 0.3437 GQU vs. PDMb 0.2837 01921 0.3926
BEC vs. VSL 0.3251 0.1888 04526 VSL vs. COM 0.0451 -0.0268 0.1603
BEC vs. COM 0.3991 0.2696 0.5376 VSL vs. CMMa 0.1326 0.0424 0.2341
BEC vs. CMMa 0.2396 01719 0.3239 VSL vs. CMMb 0.2189 0.1082 0.3432
BEC vs. CMMb 0.1611 0.0815 0.2468 VSL vs. JOU 0.0725 -0.0099 0.1688
BEC vs. JOU 0.1105 0.0561 0.1785 VSL vs. PDMb 0.2584 0.1266 0.3856
BEC vs. PDMb 0.2849 0.1756 0.4065 COM vs. CMMa 0.2754 0.1697 04215
FAS vs. FUM 0.1149 0.0108 0.2505 COM vs. CMMb 0.2559 0.1534 0.4139
FAS vs. MAZ 0.2132 0.1352 0.3159 COM vs. JOU 0.122 0.0637 0.2005
FAS vs. ROM 0.0587 -0.0013 0.1373 COM vs. PDMb 0.2514 0.1306 0.3861
FAS vs. BAQ 0.1328 0.068 0.2111 CMMavs.CMMb  0.0228 -0.0175 0.0861
FAS vs. GQU 0.1508 0.0791 0.2438 CMMa vs. JOU 0.1539 0.0869 0.2386
FAS vs. VSL 0.1388 0.0124 0.3082 CMMa vs. PDMb 0.3831 0.2814 0.488
FAS vs. COM 0.253 0.1461 0.3689 CMMb vs. JOU 0.1471 0.0802 0.232
FAS vs. CMMa 0.1808 0.1119 0.2577 CMMb vs. PDMb 0.303 0.1998 0.4267
FAS vs. CMMb 0.0919 0.0199 0.1878 JOU vs. PDMb 0.1402 0.0791 0.2261
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Test d'isolation par la distance
0,600

0,500 83 - Graphique du test d'isolation par la distance. Le
- rapport Fst/(1-Fst), basé sur la distance génétique Fst est
mis en relation avec logD, le logarithme de la distance
géographique entre les différentes stations. P=0.01
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$3 - Isolation by distance test graph. The ratio Fst/(1-Fst),
based on the genetic distance Fst, is plotted against logD,
the logarithm of the geographical distance between the
6o different stations. P=0.01.

0,100

0,000
0,400 1,000 2,000

0,100

n Bull. Soc. Herp. Fr. (2025) 187 | 1-20



