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RESUME

Chez les outardes Houbara et Macqueen’s de 1’écozone du Paléarctique, nous avons testé et
quantifié la diversité biologique sur plusieurs niveaux hiérarchiques (especes, sous-especes,
genes et métapopulations) en vue de leur conservation ex-situ.

Les ¢tudes génétiques sur les populations sauvages utilisant des loci nucléaires
(microsatellites) et un marqueur mitochondrial (un fragment de 1042 pb du géne cytochrome
b) ont permis d’évaluer et de tester la diversité¢ génétique, le flux migratoire, les scénarios de
colonisation, les relations phylogénétiques, les unités biologiques de conservation et les
patrons historiques et démographiques ¢élucidant les distributions biogéographiques
contemporaines des trois constituants du genre "Chlamydotis". Contrairement aux especes des
zones tempérées et boréales, les périodes glaciaires de 1’époque du Pléistocene semblent étre a
I’origine des expansions démographiques chez les especes désertiques d’outardes Houbara et
Macqueen’s. Les tests globaux de différenciation génétique des deux marqueurs moléculaires
se sont montrés contradictoires pourtant complémentaires. La discussion des différents
facteurs génétiques responsables a pu confirmer ou infirmer le contraste moléculaire observé.

Nous avons mené trois autres ¢études sur des cheptels d’outardes marocaines élevés en
captivité. La modélisation mathématique des caractéristiques de croissance chez 1’outarde
marocaine a facilit¢ la détermination, sous certaines conditions de captivité, du taux de
croissance en plus de quatre types de croissances asymptotiques et allométriques. Les résultats
ont révélé que le bec et la tarso-métatarse atteignent rapidement 1’asymptote, ce qui explique
leur utilisation précoce dans le déplacement et le forage, alors que la plus grande croissance
allométrique des ailes permettra aux oiseaux de fuir les prédations éventuelles.

L’étude du registre d’élevage d’un troupeau multi-générationnel a montré une généalogie
récente et peu profonde, mais a rendu possible la caractérisation de plusieurs parametres
généalogiques. L’intervalle de génération chez 1’outarde marocaine a été estimé a 4.6 ans, le
coefficient de consanguinité moyen a 1.6% et I’accroissement en paire du coefficient de
parenté a 1.3%. L’absence de goulots d’étranglement a été justifiée par des valeurs égales de
fondateurs efficaces (fe) et d’ancétres efficaces (fa). Cette étude a montré d’un c6té, la bonne
stratégie d’¢élevage suivie de 1993 a 2002 visant a augmenter le flux migratoire au sein du
troupeau et a freiner 1’apparition de la dépression de consanguinité et de I’autre coté, une
absence de planification des accouplements a partir de 2004 qui a été mise en évidence par
des taux ¢levés de consanguinité et de parenté.

Finalement, le controle de la diversité génétique via des approches métapopulationnelles, nous
a permis de comparer et de discuter les différentes stratégies et politiques d’¢levage
conservatoire ex-situ de I’espéce marocaine (Chlamydotis undulata undulata).

Les résultats et les informations génétiques inférés de ces différents projets d’études
populationnelles devraient permettre une meilleure valorisation et un maintien raisonnable et
durable de la diversité génétique et biologique de ces ressources naturelles menacées
d’extinction.

Mots clefs : Chlamydotis undulata, conservation ex-situ, diversité¢ génétique, gestion des
ressources, pedigree, fonction de Gompertz-Laird, phylogéographie, temps de divergence,
structure génétique, expansion, microsatellites, dispersion, consanguinité, cytochrome b,
modele stepping-stone, outarde Macqueen’s, ressources naturelles marocaines.
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ABSTRACT

For ex-situ conservation ends, biological diversity of the Houbara and Macqueen’s Bustards
occurring at the Palearctic ecozone, was assessed at several hierarchical levels including
species, subspecies, genes, and metapopulations.

Genetic studies on wild populations have implemented both nuclear loci (microsatellites) and
a 1042-bp fragment of the mitochondrial cytochrome b gene, and enabled the assessment of
genetic diversity, gene flow, colonization scenarios, phylogenetic relationships, biological
units, as well as demographic and historical factors that might explain the current
biogeographic distribution of the species that constitute the Chlamydotis genus. In contrast to
temperate species, glacial periods of the Pleistocene epoch might be responsible for the
demographic expansions of the desert-adapted Houbara and Macqueen’s species. Global tests
of genetic structuring using the two molecular markers were found to be contradictory,
however complementary. Discussion of the different responsible factors had confirmed or
infirmed the observed molecular contrast.

Three further studies were conducted on Moroccan captive-bred stocks. Modeling the growth
characteristics of the birds under particular captivity conditions has made possible the
determination of growth rates in addition to four types of asymptotic and allometric growths.
The results showed that the early development of the beak and the shank are relatively
important to locomotion and foraging, while the highest allometric growth of the wing span
indicates its importance for quick flight from potential predators.

The study of a multigenerational studbook has revealed a recent and shallow genealogy
although, several genealogical parameters were characterized. For the Moroccan Houbara
breed, the average generation interval was computed to 4.64 years, the average inbreeding
coefficient to 1.6%, and the paired increase in coancestry to 1.3%. The similar effective
numbers of ancestors (fa) and founders (fe) indicated the absence of bottleneck events within
the flock. On one hand, this study highlighted a good breeding strategy that was applied from
1993 to 2002 and aimed to increase migration and to avoid the inbreeding depression within
the breed, on the other hand increased coancestry and inbreeding values were detected during
the 2004 breeding season, which could reflect the low expertise in the breeding operation.

Finally, genetic diversity evaluation using metapopulational approaches has permitted the
comparison and discussion of different strategies and policies with regard to ex-situ
conservation of Moroccan (Chlamydotis undulata undulata).

Genetic information and results inferred from the different population studies should
contribute to the future control, valorization, and management of genetic and biological
diversity of this natural resource.

Keywords : Chlamydotis undulata, ex-situ conservation, genetic diversity, resource
management, pedigree, Gompertz-Laird model, phylogeography, divergence time, genetic
structure, expansion, microsatellites, dispersal, inbreeding, cytochrome b, stepping-stone
model, Macqueen’s Bustard, Moroccan natural resources.
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ADN Acide désoxyribonucléique

Al Insémination artificielle

AIC Critere d'information d’Akaike
AMOVA Analyse Moléculaire de Variance
ARN Acide ribonucléique

b Coefficient d'allométrie

BL Longueur du bec

BWo Poids corporel initial

°C Degré Celsius

CDB Convention sur la diversité biologique
CG Circonférence de la poitrine

CI Intervalle de confiance

CITES Convention sur le commerce international des espéces de faune et de flore sauvages menacées d'extinction
cm Centimetre

Cov Covariance

Cm Chlamydotis macqueenii

Cu Chlamydotis undulata

Cuf Chlamydotis undulata fuertaventurae
Cuu Chlamydotis undulata undulata

d Jour

DERS Desert Ecology Research Station
DMSO Diméthylsulfoxyde

dNTP Désoxyribonucléotide triphosphate

e Fonction exponnentielle

EDTA Acide éthyléne diamine tetra-acétique
e.g exempli gratia

etc et cetera

fa Nombre d’ancétres efficaces

FAO Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et I'Agriculture
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Fi/Fis Coefficient de consanguinité
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H,O Molécule d'eau



HPD Plus haute densité postérieure

HW Hardy-Weinberg

ie id est

IFCDW International Foundation for Conservation and Development of Wildlife
IRD Infrared dye

K Facteur de maturation

kg Kilogramme

K2-p Kimura 2-parameétres

L Taux de croissance instantané quotidien
Ln Logarithme népérien

M Molarité

m Milli/métre

MA Million d'années

MCMC Markov Chain Monte Carlo

MgCl2 Chlorure de magnésium

mn Minute

MSN Minimum Spanning Network

N/n Nombre

NaCl Chlorure de sodium

Ne Taille efficace de la population

NDV Maladie de Newcastle

ng Nanogramme

NJ Neighbor-joinning

N,m Nombre de migrants par génération

p Pico

pb Paire de bases

PCR Amplification en chaine par polymérisation
PIC Contenu informatif du polymorphisme
QLB Tampon de lyse Queensland

r? Régression/corrélation

RMA Régression par axe majeur réduit
RP Population référence

s Seconde/ nombre de sites polymorphes
Sa Longueur asymptotique

SD Ecart-type

SE Erreur-type

SL Longueur de la tarso-métatarse

SSD Somme carrée des écarts

t Nombre de générartions/temps/age

ti Age a I’inflexion

u Micro

Ul Unité internationale

UICN Union Internationale pour la Conservation de la Nature
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En raison de sa position géographique stratégique a la croisée de la Méditerranée,
I’Océan Atlantique, I’Afrique et ’Europe, le Maroc dispose de richesses écologiques et de
diversités €cosystémiques considérables. Avec plus de 24 000 espéces animales, de 7 000
especes végétales et d’un taux d’endémisme global de 11% pour la faune et de 25% pour les
plantes vasculaires (Etude Nationale sur la Biodiversité 2001), le Maroc fait partie du hotspot
de la biodiversit¢ du bassin méditerranéen (Fonds de partenariat pour les écosystémes
critiques 2010). Malheureusement, ces richesses sont menacées par des nuisances
environnementales diverses et le cotit de la dégradation de 1’environnement au Royaume a été
¢valu¢ en 2003 a 3.7% du Produit Intérieur Brut (Idllaléne 2010). Devant cette réalité
alarmante, I’Etat qui a déja mis en place en 2004, la stratégie nationale pour la conservation et
’utilisation durable de la diversité biologique, a interpellé les Pouvoirs Publics, la Société
Civile, les Organisations Non Gouvernementales et les Collectivités Locales sur 1’élaboration
d’une Charte Nationale de I’Environnement et du Développement Durable suite au discours
Royal de la féte du Trone en 2009. L’Etat a lancé également la création du conseil
¢conomique, social et environnemental dans le cadre de la nouvelle constitution marocaine de
2011 (Articles 151, 152 et 153). Dans la méme optique, la Fondation Mohamed VI pour la
Protection de I’Environnement présidée par Son Altesse Royale la Princesse Lalla Hasnaa a
vu le jour en 2001 et des projets nationaux visant de créer une dynamique envers la
préservation de I’environnement marocain et ses composantes, ont également ¢été élaborés. 1l
s’agit par exemple de: la stratégie nationale d’éducation et de sensibilisation a
I’environnement et au développement durable en 2008, la gestion durable des ressources
naturelles et de la biodiversit¢ au Maroc (Perspectives Maroc 2030) en 2006, le projet
"Conservation de la biodiversité par la transhumance dans le versant Sud du Haut Atlas" en
2000 et récemment, le projet de sensibilisation sur la problématique de la grande outarde (Otis
tarda) au Maroc.

Le Maroc s’est aussi engagé dans la stratégie environnementale mondiale comme étant
un acteur actif qui respecte les valeurs et les principes cardinaux du droit environnemental et
du développement durable. Il est alors déja signataire des principaux protocoles
environnementaux tels que: la Convention de Ramsar relative aux zones humides
d'importance internationale, particuliérement comme habitats des oiseaux d'eau en 1971, la
Convention de Vienne sur la protection de la couche d’ozone en 1985, la Convention de
Londres sur la prévention de la pollution des mers résultant de I'immersion de déchets (LC72)

en 1972, la Convention des Nations unies sur la lutte contre la désertification (CLD) en 1994,



la Convention de Bonn sur les Espeéces Migratrices appartenant a la faune sauvage (CMS) en
1979, la Convention sur le commerce international des espéces de faune et de flore sauvages
menacées d'extinction (CITES) en 1973, la Convention de Berne relative a la conservation de
la vie sauvage et du milieu naturel de I’Europe en 1979, la Convention sur la Diversité
Biologique (CDB) ¢élaborée durant les Sommets de la Terre a Rio de Janeiro en 1992 et de
Johannesburg sur le développement durable en 2002 et dernierement en 2011, le protocole de
Nagoya sur 1’acces aux ressources génétiques et le partage juste et équitable des avantages
découlant de leur utilisation a la CDB. Par cette derniére ratification, le Maroc célébre ainsi la
décennie des Nations Unis pour la diversité biologique 2011-2020.

Selon les articles 1,2, 6,9, 10, 11, 12 et 13 de la CDB, la conservation des ressources
naturelles nécessite le maintien de leurs diversités biologiques dans une perspective de
développement durable. Actuellement au Maroc, parmi les ressources naturelles les plus
menacées de disparition et qui nécessitent une bonne stratégie de valorisation et de protection,
I’outarde Houbara (Chlamydotis undulata undulata) (CITES 2012, UICN 2011 et Birdlife
International 2012). Les principales menaces et causes du déclin de cet oiseau sont : la chasse
excessive par les fauconniers, la destruction de son habitat et des sites de nidification par les
troupeaux et les véhicules quatre roues motrices (4X4), les collisions avec les lignes
électriques, le prélévement des ceufs par les nomades et le surpaturage. Aux années 50 du
siecle dernier, ’espéce était localement abondante dans la zone d’Ain Bani Mathar et les
zones centrales de la riviere de Moulouya. Cependant, son effectif a connu un déclin et une
régression rapide a partir de 1960 (Azafzaf ef al. 2005). Ensuite, la distribution de 1’espece se
réservait aux régions désertiques du Sud et de I’Est du Maroc (Collar 1980). Selon le dernier
recensement effectué par la Direction des Eaux et Foréts, le nombre des outardes marocaines
a été estimé entre 2000 et 3000 oiseaux (Haddane 1985). En revanche, aucune information
n’est disponible quant aux nombres et effectifs actuels des populations sauvages.

Conformément a la politique environnementale marocaine et aux principaux
protocoles et conventions internationales en relation avec la protection des ressources
naturelles, une étude de recherche sur cette espéce aviaire pose en fait la nécessité de
conception d’une approche globale en matiére de conservation. Avant de détailler les grands
axes d’une telle démarche de recherche, il importe de mentionner tout d’abord, quelques
informations sur la biologie et 1’écologie de 1’espéce ainsi que sur les programmes déja établis

pour sa conservation au Maroc.



A/ Biologie et écologie de I’outarde

= Etat de conservation et statut taxonomique

Selon la liste rouge de I’Union Internationale pour la Conservation de la Nature (UICN
2011), I’outarde Houbara (Chlamydotis undulata) est classée "espéce vulnérable". Cette
espece appartenant a 1’ordre des Gruiformes et a la famille des Otididés, constituée de 23
especes, ¢€tait considérée comme une seule espece polytypique composée de 3 formes
distinctes : Chlamydotis undulata undulata, Chlamydotis undulata fuertaventurae et
Chlamydotis undulata macqueenii. Cependant, en se référant des études menées récemment
sur : la vocalisation (Alekseev 1985 et Gaucher ef al. 1996), le comportement de la parade des
males (Gaucher ef al. 1996), la génétique (D’Aloia et al. 2001 et Broders et al. 2003) et la
morphologie (Gaucher et al. 1996 et Sangster 1996), le sous-comité taxonomique de 1’union
Britannique des ornithologues suggére un nouveau remaniement taxonomique des formes du
genre Chlamydotis avec : une espece nord-africaine polytypique C. undulata appelée
Houbara et regroupant les 2 sous-espéces : C. u .undulata et C. u. fuertaventurae et une
espece asiatique monotypique C. macqueenii appelée Macqueen’s (Knox et al. 2002, Sangster

et al. 2004 et Collinson 2004).

Domaine : Eukaryotes
Super-régne : Opisthocontes

Reégne : Animaux Métazoaires
Embranchement : Chordés

Sous-embranchement ;: Craniates/Vértébrés

Super-classe : Gnathostomes

Classe : Oiseaux

Super-ordre : Néognathes

Ordre : Gruiformes

Famille : Otididés

Genre : Chlamydotis

Espéces : Chlamydotis undulata;, Chlamydotis macqueenii

Sous-especes : Chlamydotis undulata undulata; Chlamydotis undulata fuertaventurae



= Description de l’espéece

L’outarde est un oiseau de couleur sableuse avec vermiculures noires sur le dos, au cou
mince effilé et aux pattes longues. Souvent terrestre et sauf en cas de danger, elle préfere
marcher ou courir au lieu de voler. Selon I’espéce et le sexe, le poids corporel varie entre 1.2
kg et 3.5 kg, la taille entre 50 cm et 70 cm et I’envergure des ailes entre 130 cm et 170 cm. La
morphologie et la coloration de plumage changent en fonction des localités géographiques.
L’outarde Macqueen’s est la plus grande en taille et sa couleur est sableuse pale, tandis que
I’outarde Houbara est de taille intermédiaire et de couleur cannelle brunatre et celle des Iles
Canaries est de taille plus petite et de couleur cannelle plus sombre. Le male adulte est
généralement plus grand que la femelle. Il posséde en plus, au centre de sa créte, une touffe de
petites plumes blanches et au niveau du cou, qui est grisatre-blanchatre, des plumes hérissées
filamenteuses blanches et noires érectiles au moment de la parade nuptiale (Cramp &

Simmons 1980 et Hollom et al. 1988).

= Aire de répartition géographique

Les trois formes du genre Chlamydotis différent selon la distribution géographique et la

morphologie :

1. C. u. undulata est résidente en Afrique du nord. Elle est sédendaire et occasionnellement
migratrice (Hingrat 2005). Son effectif a été estimé a environ 10 000 avec plus de 8000 au

Maroc et en Algérie (Goriup 1997).

2. C. macqueenii est répandue en Asie centrale (de I’Iran en passant par la Mongolie et le
désert de Gobi en Chine), a ’Est de ’Egypte, en péninsule Arabique, en Pakistan et en
Afghanistan. Elle est généralement migratrice, mais aussi résidente avec des sites d’hivernage
au Levant et au Moyen Orient (Iraq, Arabie Saoudite, Yémen, Oman et Iran). Son effectif a
été estimé entre 39 000 et 52 000 individus avec plus de 35 000 en Kazakhstan (Goriup 1997
et Birdlife International 2012).

3. C. u. fuertaventurae vit actuellement aux Iles Canaries. Elle est endémique et non

migratrice. Cette sous-espéce a ¢€té isolée géographiquement des cdtes marocaines et son



effectif est estimé a environ 1120 oiseaux avec moins de 20 a la Graciosa, plus de 700 a

Lanzarote et environ 400 a Fuerteventura (SEO/Birdlife 2007).

= Habitat et écologie

L’outarde vit dans les zones arides et semi-désertiques a faibles ou moyennes latitudes et
précipitations. Elle préfere les régions steppiques inhabitées ou faiblement habitées par
I’Homme. Elle est rencontrée souvent dans les wadis rocheux ou sableux aux arbrisseaux
halophytes de 1 ou 2 m du genre : Haloxylon, Artemisia, Tamarix ou Salsola (Cramp &
Simmons 1980 et Johnsgard 1991). En Afrique, I’oiseau se distribue le long d’une frange nord
saharienne de part et d’autre de I’isohyete des 200 mm (Brosset 1961). Au Maroc, 1’outarde
Houbara occupe les plateaux de 1’oriental, les collines atlasiques ou les plaines. En Tunisie,
elle utilise les bordures des dépressions endoréiques comme les sebkhas et les chotts, les
surfaces d’épandage, les oueds et les dayas (Chammem et al. 2003). Aux iles Canaries,
I’outarde est observée sur les dunes cotieres et les sols ondulés volcaniques (Collins 1984). En
Asie, I’espece préfere les déserts argileux et salins et les dunes de sable. Dans les zones
d’¢levage et de reproduction a Kyzylkum par exemple, I’oiseau occupe les environnements
argileux et glaiseux de nature alcaline et alluviale, ou la végétation est constituée de plantes
halophytes du genre Salsola, Arthrophytum et Anabasis (Johnsgard 1991). D’une manicre

générale, I’outarde est décrite comme un oiseau de plaine (Hingrat 2007).

»  Nourriture et régime alimentaire

L’outarde est une espéce omnivore, opportuniste et son régime alimentaire varie en
fonction des saisons et des répartitions géographiques (Cramp & Simmons 1980 et Bourass et
al. 2012). Généralement, sa nourriture en matiére animale comprend des insectes (criquets,
sauterelles, grillons, coléoptéres, vers de terre, chenilles de papillon, centipédes, termites,
blattes, fourmis, noctuelles de moissons et araignées) ainsi que des 1ézards, des escargots et
des serpents. La matiere végétale se compose des plantes a fleurs (du genre : Lycium ou des
especes comme : Launaea arborescens et Jacobaea aquatica), des plantes a bulbles
(ciboulette et oignon), des fruits (arganier, jujubier et caprier), des graines (orge, blé, petit
pois et soja) et des pousses (du genre : Artemisia, Cymbopogon, et Alhagi ou d’especes :
Leptadenia spartium et Triumfetta rotundifolia). En plus, I’outarde est adaptée a survivre sans

apport régulier en eau en se basant sur ’humidité fournie par les plantes et les végétaux,



cependant des fois, elle peut descendre des puits pour boire et s’alimenter en eau (Aharoni

1912 et Meinertzhagen 1954).

= Saison de reproduction

L’outarde est une espece polygame et grégaire vivant souvent en petits groupes de 4 a 10
individus, surtout en dehors de la période de 1’¢levage et de reproduction (Johnsgard 1991).
Toutefois, en période de copulation, les individus tendent a s’isoler et vivre en solitaires et ce,
probablement pour consacrer toute leurs énergies a la reproduction et a la parade nuptiale. La
période de reproduction s’étend entre Décembre et Juin et coincide avec les premiers ceufs
pondus par les femelles et les premicres parades nuptiales des males. Les nids sont
généralement édifiés par les femelles et construits directement sur un sol peu et légerement
creusé d’un diametre de 10-15 cm. Dans la nature, la femelle pond 1 a 3 ceufs sur un intervalle
de 2 jours avec une possibilit¢é de couvées de remplacement. Par contre en captivité,
I’intervalle entre deux pontes ou "clutches" est de 1 a 3 jours. La période de l'incubation dure
entre 22 et 23 jours et le pic de ponte se situe entre le mois d’Avril et de Mai. Dans la nature,
le male peut rester au voisinage du nid jusqu’a I’éclosion (Poslawski 1965). Les poussins sont
nidifuges, nourris par la femelle, rarement par les males et leur rythme de croissance est
généralement rapide. Les jeunes outardes quittent leurs nids a partir de 1’age de 35 jours

(Cramp & Simmons 1980) et I’age de maturité sexuelle se situe entre 1 et 3 ans.

= Comportement social et sexuel

Chez certaines especes d’oiseaux, les males choisissent et défendent de larges territoires
dans lesquels les femelles peuvent paturer et méme nidifier (Ligon 1999 et Morales et al.
2001). Ce type d’arénes de reproduction est appelé "lek". Ce sont les femelles qui visitent,
habituellement les leks et choisissent parmi les males qui paradent, ceux avec qui elles veulent
s’accoupler et se reproduire. Il existe deux catégories de leks: les leks ordinaires ou classiques
dans lesquels la distance séparant les males potentiels est faible (< 500 m) et ceux diffus ou
dispersés ayant une distance inter-males plus grande (1 km). Chez les populations polygynes
sauvages d’outardes, le systtme d’accouplement du lek est de type dispersé (Collins 1984,
Osborne 2000 et Hingrat & Saint Jalme 2005). Les femelles sont polyandres et peuvent donc
accéder a la reproduction en sélectionnant le(s) meilleur(s) partenaire(s) afin de fertiliser leurs

ceufs, d’assurer leur succes reproducteur et d’avoir une progéniture de bonne qualité par la



suite (la théorie des bons geénes (Hamilton & Zuk 1982) et la théorie : cryptic female choice
(Thornhill 1983 et Eberhard 1996)). Quant aux males, ils sont treés fideles a leurs sites de

reproduction et de parade qui demeurent constants d’une année a 1’autre (Alekseev 1985).

B/ Diversité génétique au service de la biologie de la conservation

La biologie de la conservation est une branche multidisciplinaire qui se focalise sur le
concept de la diversité biologique qui inclut a la fois des disciplines comme : la génétique, la
physiologie, la phylogéographie, les ressources naturelles, les sciences sociales, la génétique
des populations, la biologie des populations, la médecine vétérinaire, I’halieutique,
1I’écophilosophie, le monitorage environnemental, I’écologie...etc. (Frankham et al. 2002).

Dans les programmes de gestion des espéces courant le risque d’extinction, le
maintien de la diversité génétique est primordial. La conservation de la diversité génétique est
la discipline qui étudie les différents facteurs stochastiques qui pourraient affecter la variation
génétique intra et inter-populationnelles et qui pourraient conduire par conséquent, a
I’extinction des especes. En effet, 1’érosion de la diversité génétique ainsi que 1’augmentation
de consanguinité peuvent conduire a I’apparition de la dépression de consanguinité, aux
goulots d’étranglement, a la non-adaptation aux changements environnementaux et donc, a la

disparition des espéces et des populations (Frankham et al. 2002).

Suite a la découverte de I’ADN (acide désoxyribonucléique) en 1953 et grace aux
avancées technologiques dans le domaine de la biologie moléculaire et de bioinformatique,
une grande variété d’approches génétiques et statistiques a été proposée pour 1’étude de la
diversité¢ génétique dans le contexte de conservation. Ces techniques se basent généralement
sur la mesure de la diversité génique appelée hétérozygotie espérée de Nei (1973), sur
I’héritabilit¢ (Fisher 1918, Wright 1920 et Lush 1945) et sur la diversité ou la richesse
allélique (Petit ef al. 1998, Leberg 2002 et Foulley & Ollivier 2006). La diversité génétique
peut étre aussi inférée de 1’¢étude des généalogies et des pedigrees en utilisant des marqueurs

moléculaires neutres et codominants tels que les microsatellites.

En se basant sur ce genre d’études biologiques et génétiques, des programmes de conservation
des outardes Houbara marocaines ont ¢été lancés en 1993 par La Fondation Internationale du
SAR le Prince Sultan Bin Abdul Aziz AL SAUD pour la Conservation et le Développement
de la Vie Sauvage (IFCDW) et en 1995 par I’Emirates Center for Wildlife Propagation



(ECWP). L’IFCDW a ¢ét¢ inaugurée par SAR le Prince Moulay Rachid et par SAR le Prince
Faisal Bin Sultan Bin Abdul Aziz en présence d’un grand nombre de responsables et de hauts

dignitaires nationaux et internationaux.

C/ Missions de PIFCDW au Maroc

La Fondation a été créée en réponse au déclin marqué des effectifs de 1’espece outarde
Houbara (Chlamydotis undulata undulata) au niveau du Maroc et dans le monde. Depuis sa
création, la Fondation avait pour missions principales : 1’élevage et la protection de 1’espece,
sa réintroduction dans son milieu naturel, la préservation des traditions arabes du désert et la
promotion de la recherche scientifique au Maroc. De nombreuses études ont été donc menées
pour un développement efficace de protocoles et de méthodologies aussi bien pour la
conservation ex-situ au centre d’Agadir, que pour la conservation in-situ a la Desert Ecology
Research Station (DERS) a Errachidia. Il s’agit en I’occurrence des études écologiques sur : la
distribution géographique de 1’espece, le choix de I'habitat, le comportement territorial, le
succes reproducteur, les techniques de repérage par radio-tracking, en plus des études
génétiques sur les tests de profilage et de paternité, I’évaluation de la diversité génétique et du

polymorphisme et finalement, des méthodes d’insémination et d’incubation artificielles.

Un stock initial de 153 ceufs sauvages a été obtenu sous licence en 1993 et a donné 138
poussins apres son transfert au centre d’Agadir. La saison de reproduction de 1995 a reflété
les premiers indices sur le succes des techniques de production et d'élevage, avec 29 femelles
pondant 169 ceufs. La saison de 1996 a davantage confirmé la pertinence des techniques et un
total de 309 poussins de cette saison a été retenu pour l'élevage conservatoire. Au cours du

temps, la Fondation a réussi de produire entre 1000 et 1500 oiseaux chaque année.

= Programmes d’insémination et d’incubation artificielle

La collecte de la semence est probablement I’un des actes les plus exigeants puisqu’il
nécessite le savoir-faire, la patience et des années de travail avec les méles Houbara géniteurs.
L’opération de collecte des spermatozoides se pratique sur des males formés et dressés a
répondre a des femelles factices afin de stimuler I’éjaculation. 1l est préférable que les
semences soient collectées seulement deux fois par semaine pour garantir une qualité
maximale des spermatozoides. Avant chaque insémination, la qualité de la semence est testée

sous microscope photonique pour avoir une idée sur la concentration initiale et la
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morphologie des spermatozoides et par conséquent, une idée sur leurs pouvoirs fertilisants.
Apres 1’étape de dilution, chaque collecte peut couvrir en moyenne sept inséminations par
jour. Les femelles sont donc immédiatement inséminées sauf si la semence sera cryopreservée

en vue d’une utilisation ultérieure (Hartley et al. 1999).

La collecte des ceufs juste apres leurs pontes incite les femelles a pondre davantage. Grace
a cette pratique, une femelle peut avoir des couvées ou des "clutches" plus prolongées et
presque 20 ceufs par saison. L’incubation artificielle est également une étape cruciale de
I’¢levage conservatoire qui exige et repose sur une bonne connaissance de la biologie de
I’espéce. Elle se fait moyennant des incubateurs commercialisés et/ou développés par la
Fondation elle-méme. Le couvoir dispose d’équipements informatisés assurant des niveaux

stables d’hygrométrie et de température 24h/7;.

La garde des poussins est une opération qui nécessite une grande affection pour le poussin
puisque le "gamekeeper" doit se comporter comme une "meére de substitution" qui nourrit et

prend soin de ses petits jusqu'a ce qu'ils deviennent capables de s’auto-nourrir.

= "Desert Ecology Research Station"

La station de recherche écologique (DERS) se situe dans la région orientale du Maroc
avec les montagnes du Moyen Atlas au nord et le Sahara au sud. La station est d’une
superficie de 100 hectares incluant le logement du personnel, les équipements de recherche et
de surveillance et des cages pouvant abriter plus de 1000 oiseaux. A la fin de chaque saison
d’¢levage, la production annuelle en outardes est transportée du centre d’¢élevage d’Agadir au
DERS d’Errachidia. La premiére opération de relacher a eu lieu en 1997 dans la région
d’Errachidia au Sud-Est du Maroc et durant les années 1997, 1998 et 1999, les mouvements
des oiseaux relachés ont été étudiés et suivis par satellites afin d’évaluer le succés du
programme de réintroduction en termes de survie de 1’espece, de dispersion en plus de sa
capacité a cohabiter avec les populations sauvages. Les résultats des premicres opérations du
relacher a indiqué un taux de survie allant de 33% a 66% (Peske 1997). Un autre facteur
culminant dans le programme de réintroduction de 1’espece est la coopération avec les
bédouins et les populations autochtones de la région. En effet, depuis plusieurs années, la
Fondation s’est engagée activement a ce processus en mettant en place un plan de
recensement régional continu et une démarche de protection des nids contre la prédation et le

braconnage, tout en impliquant les bédouins et les communautés locales d’intérét en tant que
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partenaires au programme de conservation. Des aides et des services médicaux et vétérinaires

ont été fournis en paralléle.

»  Recherches genétiques

Le monitorage génétique est un outil stratégique pour réussir les enjeux et les paris des
programmes de conservation. Dans sa promotion de la recherche scientifique, la Fondation a
inauguré en 1997, le Laboratoire de Génétique qui a pour mission principale la contribution a
la gestion du stock d’¢élevage en captivité ainsi qu’aux décisions sur le systeme de croisement
avec ses contraintes et exigences. Assurément, l'application de l'insémination artificielle dans
ce genre d’¢élevage, requicre un control stricte et un suivi continu de I’ensemble des géniteurs
afin de minimiser les risques de consanguinité et d’éviter les croisements entre individus
apparentés qui pourraient avoir des conséquences néfastes sur la diversité génétique globale et

la fitness du cheptel.

Pour garantir le succés de cette démarche, le Laboratoire de Génétique s’est servi des
avancées technologiques dans le domaine de la biologie et génétique moléculaire et a exploité
des approches de pointe telles que les PCR et le séquengage moléculaire dans ces recherches.
A titre d’exemple, la détermination moléculaire du sexe des poussins juste apres leurs
¢closions et la caractérisation pour la premicre fois chez les outardes Houbara, de 22
marqueurs nucléaires appelés microsatellites (Chbel ef al. 2002), a rendu facile les
¢tablissements des pedigrees annuels de la population captive. Le Laboratoire a pu en
paralléle développer des techniques d’extraction de I’ADN a partir de plusieurs sources
biologiques comme: le sang, la salive, les féces, les plumes, les organes, et la membrane des

coquilles (Broderick et al. 2001, Idaghdour et al. 2003 et Korrida et al. 2010).

Cette structure de recherche assurait aussi une autre mission qui est la prestation des
services pour les organismes gouvernementaux et/ou académiques. Dans ce sens, le
Laboratoire de Génétique a conduit plusieurs projets de biologie de la conservation et de
génétique des populations sur des especes d’intérét régional, national ou international courant
le risque d’extinction et de disparition, e.g : la contribution a plusieurs programmes de
protection des ressources naturelles : aviaires (I’ibis chauve, la grande outarde, 1’outarde
Macqueen’s et 1’outarde Arabe), mammaliennes (les gazelles dorcas et les carnivores) et

marines (la moule méditerranéenne).
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Devant la fragilité des outardes Houbara marocaines et celles mondiales et en s’inspirant
du discours de Sa Majesté le Roi Mohamed VI du 9 Juillet 2009, qui nécessite la participation
et I’adhésion de tous les citoyens marocains dans la politique nationale en mati¢re de
conservation des ressources naturelles, de la diversité biologique et du développement
durable, une thése de doctorat est ¢laborée dans 1’espoir de contribuer au renforcement de la
conscience environnementale générale et de participer a la consolidation des acquis et des
connaissances sur la biologie et la génétique de conservation de I'une des espéces les plus

vulnérables dans notre pays.
D/ Objectifs de recherche

Puisque que le but ultime et final de chaque stratégie de conservation est la
restauration des populations viables a partir de celles captives et/ou sauvages, la thématique
générale de cette theése de doctorat se concentre sur 1’étude des différents principes et concepts

appliqués dans les programmes de conservation animale ex-sifu.

En effet, pour une meilleure valorisation et évaluation de la diversité génétique et
biologique de 1’outarde Houbara marocaine et afin d’apporter de nouveaux éléments et
connaissances dans le cadre de son élevage et sa préservation en captivité, une panoplie
d’outils moléculaires et d’approches biologiques a ét¢ mise en ceuvre pour étudier les

populations sauvages et captives, non seulement marocaines, mais aussi mondiales.

Les recherches menées sont donc réparties en trois grandes sections et se structurent comme

suit :

I/ Etudes génétiques sur les populations sauvages :

+ Lec premier chapitre investigue chez les outardes Houbara et Macqueen’s la diversité
génétique en termes de distance et de structure génétique, de relations phylogénétiques
et évolutives, de scenarios de colonisation et de flux génique en utilisant 1’outil
moléculaire microsatellites. Cette étude, avec celle qui suit, permettra la re-définition

des unités biologiques et de conservation.
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+ Le deuxiéme chapitre s’articule sur 1’étude de la phylogéographie des outardes
Houbara et Macqueen’s en utilisant des séquences du gene mitochondrial cytochrome
b afin: d’évaluer la variation génétique chez différentes populations provenant de
régions allant des Iles Canaries jusqu’en Asie et faisant partie de 1’écozone du
Paléarctique, d’identifier les facteurs démographiques et historiques qui pourraient
expliquer les différentes distributions phylogéographiques contemporaines constatées

et finalement, afin d’estimer les temps d’expansion et de coalescence.

11/ Etudes génétiques et morphométrique sur les populations captives :

4+ Le troisiéme chapitre utilise la modélisation mathématique pour étudier le taux de
croissance absolue et allométrique chez les outardes marocaines (Chlamydotis
undulata undulata) reproduites en captivité. Le modéle de Gompertz-Laird a été
appliqué pour la détermination des différentes phases de croissance, la croissance
asymptotique et les croissances allométriques du poids corporel de la longueur du bec,
de la longueur de la tarso-métatarse, de I’envergure des ailes et de la circonférence de

la poitrine.

4+ Le quatriéme chapitre concerne la caractérisation de la variabilité génétique des
outardes Houbara marocaines en captivité extraite des analyses des pedigrees et des
généalogies. La détermination des parametres populationnels tel que ’intervalle de
génération, le coefficient de consanguinité, le coefficient de parenté, le flux migratoire
et la taille efficace de population, permettra de devancer les plans stratégiques de

conservation a court et a long terme.

+ Le cinqui¢me chapitre est consacré au controle et a la gestion de la diversité génétique
dans le programme de conservation ex-situ d’un cheptel d’outardes Houbara
marocaines ¢€levé en captivité. Cette étude, complémentaire de celle du quatrieme
chapitre, comparera les différentes approches et procédures permettant une meilleure
quantification du gain et de perte de la diversité génétique d’un troupeau d’outardes
constitué¢ de populations fondatrices sauvages et de populations nées et élevées en
captivité, dans le but de tracer des priorités de conservation et de gestion de 1’espece

marocaine.
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I/ Etude immunologique sur les génes du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) :

4 Cet axe de recherche reste inachevé par manque de temps ainsi que pour des raisons
financieres et logistiques. Il vise a quantifier la diversité allélique dans certains geénes
du CMH en utilisant les marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphism). Etant
donné que le CMH est une famille multigénique du systéme immunitaire qui est
associée a la résistence aux maladies et a la susceptibilité aux pathogeénes, une telle
¢tude de recherche pourrait avoir des implications directes et indirectes sur la survie et
le succes reproducteur des populations. Les résultats préliminaires se sont montrés tres

encourageants.
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SECTION A
ETUDES GENETIQUES SUR LES POPULATIONS
SAUVAGES




CHAPITRE 1

Etude de la diversité génétique des outardes Houbara et

Macqueen’s par microsatellites
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L'espéce a un polymorphisme normal et propre qui se
manifeste de diverses facons

Antoine-Auguste Laugel (1830-1914)
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INTRODUCTION

Ce travail de recherche étudie la structure génétique et la variation génétique chez les
outardes Houbara nord-africaines Chlamydotis undulata undulata et Chlamydotis undulata
fuertaventurae ainsi que |’outarde Macqueen’s asiatique Chlamydotis macqueenii qui
constituent le genre Chlamydotis. Un groupe d’oiseaux distribués sur 10 populations a été
testé et génotypé en utilisant sept paires de marqueurs polymorphes microsatellites.
L’approche moléculaire suivie est détaillée dans ce qui suit et la discussion des résultats
générés est publiée dans un article scientifique au journal Genetics and Molecular Research

sous le titre :

Patterns of genetic diversity and population structure of the threatened Houbara and

Macqueen’s bustards as revealed by microsatellite markers.

METHODOLOGIE

1. Echantillonnage et extraction de ’ADN

Un total de 266 outardes nord-africaines et asiatiques sauvages provenant des 10

populations présentées dans le (Tableau 1) a été considéré dans cette étude.
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Tableau 1 : Effectifs et coordonnées géographiques des 10 spécimens d’outardes utilisés dans
cette ¢tude.

Population sauvage Localité Taille de I’échantillon
Chlamydotis undulata undulata Erfoud (E. Maroc) 31°25°N 4°14°W 25

Boudnib (E. Maroc) 31°57°N 3°36’W 21

Errachidia (E. Maroc) 31°55°N 4°25°W 89

Laayoune (S. Maroc) 27°9°’N 13° 12°W 18
Chlamydotis undulata fuertaventurae Fuerteventura (Iles Canaries) 28°30°N 14° 0°'W 21
Chlamydotis macqueenii Iran 33°0’N 53°0’E 16

Moyen Orient (Jordanie, Désert

du Néguev) 31°0’N 36° O’E 5
Balochistan (Pakistan) 27°30°N 65° 0’E 28
Origines mixtes (Kazakhstan, 30° 0’N 70° 0’E 37

Pakistan, Arabie Saoudite)

Afghanistan 33°0°N 65° O’E 6

L’extraction d’ADN nucléaire a été effectuée sur :
= des échantillons de sang préservés a -20 °C soit dans des tampons d’ACD contenant
0.48% d’acide citrique, 1.32% de citrate de sodium, et 1.47% de sucre dextrose, soit
dans du QLB (Queen’s Lysis Buffer) contenant 1% du sodium N-lauryl sarcosine, 10
mM d’EDTA, 10 mM de NaCl et 10 mM de Tris (pH = 8.0) a température ambiante.
= des échantillons d’organes stockés dans un tampon salin de lyse contenant 20% de

DMSO et 5 mM de NaCl a température ambiante.

La méthode classique du Phénol-Chloroforme (Sambrook ef al. 1989) a été utilisée dans
I’extraction de I’ADN génomique. Cependant dans certains cas, et selon 1’état des
¢échantillons, des kits comme le GEN-IAL First DNA et le QIAmp ont été également utilisés.
La qualit¢ de ’ADN génomique a été ensuite révélée sur des gels d’agarose de 1% et sa
concentration a été quantifiée par fluorométrie via une machine de type Hoefer DyNA Quant

200 Fluorometer.
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2. Marqueurs génétiques utilisés

Un marqueur génétique est une séquence d’ADN (acide désoxyribonucléique) ou de
protéine qui peut étre examinée pour révéler les attributs de sa composition et donc sa
variation génétique. C’est aussi un caractére génétique a transmission mendélienne qui doit
étre : codominant (distinguant facilement les hétérozygotes des homozygotes), neutre (ayant
la méme valeur sélective), non épistasique (n’interagissant pas avec d’autres geénes), non
pléiotropique (ne déterminant pas plusieurs phénotypes), multiallelique, €économique et
polymorphe (variable). Les marqueurs microsatellites, appelés aussi STR (pour Short Tandem
Repeats ou SSR pour Simple Sequence Repeats) sont de courtes séquences mono, di, tri ou
tétra-nucléotidiques répétées en tandem et aléatoirement distribuées dans le génome nucléaire,
chloroplastique ou mitochondrial (Goldstein & Schlétterer 1999). Dans cette étude, sept
paires d’amorces polymorphes ont été analysées selon les conditions réactionnelles présentées
dans le (Tableau 2) et le paragraphe 3. La caractérisation de ces amorces a été effectuée pour
la premiere fois chez 1’outarde Houbara marocaine grace a une étude de notre Laboratoire de

Génétique effectuée en 2002. Pour plus d’informations sur ce travail, voir (Chbel et al. 2002).

Tableau 2 : Sept paires de microsatellites utilisés dans cette étude. (pb : paire de bases, 7, et

T, : températures d’hybridation, °C : degré Celsius et F/R : amorces sens/anti-sens).

Locus Numéro d'accession a | Taille du produit| Séquences des amorces T (°C) | T, (°C)
GenBank (pb)
A29 AF512580 163-169 F:GAGAGGGAAAGACACACGTA 54 56
R:AAATTGCTGGAGAGTCAGG
Al12 AF512570 189-195 F:GCAGGCAACCTTGTAATTTT 54 57
R:AAAGCAAATACTGAACAGA
A120 AF512571 785-293 F: GGAGGAGAATGCAGCAGGT 52 55
R: GCATTAAGATGCACCCACAA
A210 AF512568 146-158 F: CTCCATTTTCAACCAATCTTC 54 57
R: GCGCTCTTTTAATAGGTCAAA
D117 AF512583 170-182 F: GCTCGTGAAACCAGTGTG 53 56
R: GCCAGACAGAAACAGAAGG
D118 AF512584 265-285 F: AGAAACCTGGGGTGATGA 54 57
R: AATCCCTACCTCTTCCCTG
D119 AF512585 245285 F: ACTCAGCTCTGGGGAAGTTATG 54 57
R: TTCTCTTTGTGGATCCTCAATG
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3. Amplification en chaine par polymérisation (PCR pour Polymerase Chain Reaction)

La PCR est une technique qui consiste a augmenter d’une facon exponentielle (2") le
nombre de séquences d’ADN en répétant les cycles: (i) de dénaturation des deux brins
d’ADN, (i1) d’hybridation des deux amorces (primers) et (iii) d’¢élongation par une enzyme
polymérase.

Durant la phase d’optimisation, des séries de PCR gradient ont été effectuées en utilisant
des machines thermiques de type Biometra T1 et Techne GeneE. Le Master Mix final de la

réaction PCR contenait dans un volume final de 5 pl:

- H,0 de type MilliQ

- Tampon 10X de Promega

- 25 mM de MgCl,

- 2mM de dNTPs

- 20 uM d’amorces sens (F pour Forward) et anti-sens (R pour Reverse)
- 1 uM de ’amorce IRD- M13 F (Schuelke 2000)

- 5 U/ul de I’enzyme Taq Polymerase (Promega)

- 20 ng d’ADN génomique.

L’amplification par la technique PCR comprenait les phases suivantes:

1. Une phase de dénaturation des deux brins d’ADN a 94°C pour un cycle de 3 min
2. Une phase d’hybridation des deux amorces contenant un premier segment de 14 cycles

(2 94°C pendant 20 s, a 7, ou premiere température d’hybridation pendant 1 min et a
72°C pendant 30 s) et un second segment de 28 cycles (a 94°C pendant 20 s, a 7,

pendant 1 min et a 72°C pendant 30 s)

3. Une phase d’extension par I’enzyme Taq polymérase a 72°C pour un cycle de 10 min.

Les produits PCR ont ¢été ensuite visualisés en utilisant une machine de séquencgage
automatique de type Li-COR 4000L et a travers un gel d’acrylamide Li-COR KB Plus de
6.5% (Figure 1). Le poids moléculaire des all¢les a été déterminé par le marqueur Infra Red

Dye (IRD) 800 de LI-COR.
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Figure 1 : Profil électrophorétique d’une amplification par PCR du locus tétra-allélique D 118
chez un échantillon de 34 individus d’outardes Houbara marocaines (I’individu 3 est
hétérozygote, possédant deux alleles différents de tailles 275 et 279 paires de bases et
I’individu 7 est homozygote, possédant deux alle¢les de méme taille de 287 paires de bases).

4. Méthodes d’analyses et logiciels génétique utilisés

Le logiciel Micro-Checker 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) a été utilisé pour

I’identification des erreurs de génotypage et de profilage.
4.1. Hétérozygotie espérée

L’hétérozygotie attendue a 1’équilibre de Hardy-Weinberg (H,), appelée aussi

diversité génique de Nei (1987), est définie selon I’équation: H, = l-z pl avec, p, la

i=l
moyenne des fréquences alléliques du niéme alléle dans toute la population. H, est
également appelée hétérozygotie espérée totale H. et elle est décomposée en diversité
génique inter-populationnelle Dy, et en diversité génique intra-populationnelle Hg

(H; = Dg; + Hy).
4.2. Hétérozygotie observée

L’hétérozygotie observée (H,) est le nombre d’hétérozygotes dans tous les loci de la
population. Pour chaque population, I’hétérozygotie espérée (/,) et observée (H,) ont été

estimées par le logiciel GENETIX 4.03 (Belkhir et al. 2003).
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4.3. Déséquilibre de liaison

C’est I’association statistique significative entre différentes paires de loci qui pourrait
étre la conséquence d’une sélection, d’une mutation, d’une recombinaison ou d’une
structuration populationnelle. Dans ce cas, deux alleles issus de deux loci différents sur le
méme chromosome, auront des fréquences observées plus grandes que celles espérées dans le
cas d’équilibre. Les déséquilibres de liaison ont été testés par le logiciel GENEPOP 4.0
(Raymond & Rousset 1995).

4.4. Contenu informatif du polymorphisme (PIC)

Le PIC référe a la valeur du marqueur microsatellite de détecter le polymorphisme
dans une population. Ce parametre dépend du nombre d’alleéles détectables ainsi qu’a la
distribution de leurs fréquences (Botstein et al. 1980). Le PIC d’un marqueur microsatellite i
se calcule selon I’équation suivante : PIC, :1—2 p; avec, p; la fréquence du j iéme motif

Jj=1

du marqueur i. Le (PIC) a été calculé par le programme Cervus 2.0 (Marshall ef al. 1998).
4.5. Equilibre de Hardy-Weinberg (HW) (Hardy 1908 et Weinberg 1908)

C’est 1’équilibre des fréquences génotypiques dans une population infinie ou les
croisements se font au hasard en absence de mutation, de dérive génétique, de sélection et de

migration. Deux alleles a, et a, aux fréquences géniques p et g auront a I’équilibre de HW
les fréquences p?, g° et 2pq pour les génotypes a,a,, a,a, et a,a, respectivement. Le maintien

de la variation génétique résulte dans ce cas, de la ségrégation des alléles lors de la phase
méiotique qui parvient a une distribution génotypique équilibrée aprés une seule génération.
La déviation de 1’équilibre de HW pour chaque population a été investiguée par le test exact
de Fisher en utilisant le logiciel GENEPOP (Raymond & Rousset 1995) et en considérant
50000 itérations et 20 groupes ou “batches”.
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4.6. Analyse moléculaire de variance (AMOVA) (Excoffier ef al. 1992)

C’est une méthode statistique fondée sur le calcul de la matrice de distance génétique
qui permet la partition hiérarchique de la variation génétique a ’intérieur et entre les groupes
de populations, en estimant les @ statistiques qui sont analogues aux F-statistiques de
Cockerham (1969). Dans les cas ou I’AMOVA teste les données haplotypiques
(mitochondriales) ou celles génotypiques de plusieurs groupes de populations, sans

considération du niveau intra-individuel ni de la phase gamétique, la variance moléculaire

globale (o, ) est composée de la covariance due aux différences entre les groupes (o), de la
covariance due aux différences entre les populations a I’intérieur des groupes (o} ) et de la

covariance entre les individus a Dintérieur des populations (o). Par extension, la

structuration génétique sera estimée par les trois indices suivants:

2

. g o
1. Entre les groupes géographiques par I’indice F,, =—*, en permutant toutes les
o

T
populations entre les groupes
o,

2 27
o, +0,

2. Entre les populations au sein des groupes géographiques par I'indice F. = en

permutant les génotypes entre populations a I’intérieur des groupes

2 2
o, t0,
2
T

3. Entre les populations par I’indice de fixation Fg, = , en permutant les génotypes

entre les populations et entre les groupes. Dans le test de signification de ’AMOVA,

I’hypothése nulle H68, ne suppose aucune différenciation génétique entre les populations ( Fy,
= 0) et 'hypothese alternative H8,, le contraire ( Fy, > 0). Pour tester si la valeur p (P-value)

observée est significativement plus grande que celle attendue a 1’équilibre, la valeur observée
est comparée aux résultats des permutations. Si elle est plus grande que les valeurs permutées
(95%), le test sera statistiquement significatif au seuil de 5% et I’hypothese nulle sera rejetée.
Dans ce cas, on annonce 1’existence d’une structuration et d’une différenciation entre les
groupes ou entre les populations. L’(AMOVA) a été effectuée par le logiciel Arlequin afin de
tester et /ou de décrire la structuration hiérarchique de la variance génétique aux niveaux intra
et inter-populationnels. La méthode de distance appliquée est "nombre de différents all¢les"

(Fst).
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4.7. Minimum Evolution (ME)

Cette approche construit 1’arbre phylogénétique sous un critére d’évolution minimale
qui ne suppose pas un taux constant d’évolution pour les acides aminés ou les nucléotides
comme dans le cas de 1’arbre UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean). La typologie sera donc non-racinée puisque la plus petite valeur des sommes de toutes
les branches a été considérée dans I’estimation de I’arbre le plus correct. La méthode ME est
similaire a la méthode NJ (Neighbour Joining) surtout quand le nombre de taxa est petit. Le
logiciel Mega 4.1 (Tamura et al. 2007) a été utilisé pour la construction de [’arbre

phylogénique ME selon I’approche de Nei ef al. (1998).

4.8. Test de Mantel ou test d’isolation par distance

Le test de Mantel est un test de corrélation entre deux matrices de distances génétiques
et de positions géographiques. Le test s’examine par le coefficient de corrélation (r) qui varie
entre la valeur -1 et 1. Quand r = 1 on dit qu’il y a une corrélation lin€aire positive parfaite
entre les deux matrices de données et lorsque r = -1, il y a une relation linéaire négative
parfaite entre les deux variables. Quand r est nul, les deux variables n’ont aucune relation
linéaire. La signification du test se fait par permutations aléatoires (appelées aussi

randomisations ou shuffles). L’hypothése nulle H6, ne suppose aucune relation entre les
¢léments d’une matrice X et d’une matrice Y (r = 0), tandis que I’hypothése alternative H6,,

considere une relation entre les deux matrices. On dit qu’il y a une isolation par distance

quand (r > ou < 0). Si H6, est vraie, r sera nul aprés permutations comme attendu sous les

conditions de 1’équilibre. Si les valeurs observées sont plus grandes que celles obtenues apres
randomisation, le résultat s’annoncera statistiquement significatif au seuil de 5%. En effet,
lorsqu’il y a une relation significative entre les deux matrices, la corrélation observée prendra
des valeurs extrémes (proches de 1 ou de -1) par rapport a celle générée par des permutations
aléatoires. La différenciation génétique (P,) et les distances géographiques par paire de
populations ont été aussi calculées via le test d’isolation par distance de Mantel intégré dans le
programme GenAlex 6.3 (Peakall & Smouse 2006). A signaler également, les distances
géographiques qui sont calculées en kilometre en utilisant les coordonnées

(Latitude/Longitude) de chaque population prélevée.
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4.9. Indices de fixation de Wright (1951) Fj,, F et Fj;

Sewall Wright, en considérant les conditions de panmixie (croisements au hasard), a
redéfinit I’hétérozygotie espérée totale dans une population globale comme : H, =Dy, + H,,
I’hétérozygotie espérée moyenne dans une sous-population comme : H :l—z p’ et le

i=1
paramétre H, comme étant I’hétérozygotie observée moyenne par individu. En utilisant ces

trois parametres, la structure génétique des populations est analysée par les F-statistiques

suivants :

- Fj, le coefficient de consanguinité décrivant I’écart de 1’hétérozygotie observée a

celle attendue a I’intérieur des populations en supposant 1’équilibre de HW:

_Hy—-H, H,—H,
H, H

e

F

IAY

avec, H, I’hétérozygotie estimée et H la proportion d’hétérozygotes observée.
- F,,;, 'indice de fixation décrivant la réduction en hétérozygotie a I’intérieur des

populations par rapport a la population globale a cause de la dérive génétique ou

de la sélection :

= Quand 0 < F;<0.05 : il y a une faible structuration génétique
= Quand 0.05 < F;, <0.15 : la structuration génétique est modérée
= Quand 0.15< F,, <0.25 : la structuration génétique est forte

= Quand 0.25 < F, <l : la structuration génétique est tres forte

- F,, le coefficient de consanguinit¢ global décrivant la réduction de

I’hétérozygotie au sein des individus par rapport a la population totale due a la
subdivision de la population et aux croisements non aléatoires a 1’intérieur des

HT _HI

sous-populations : F, I

T:
T
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Les trois indices sont liés par I’équation : 1— F), =[1-F][1-Fy; |

F, varie donc entre 0 et 1 et peut se montrer négatif dans le cas des populations aux
tailles inégales. Des valeurs positives de F), et de F,; suggeérent un déficit en hétérozygotes
par rapport a 1’équilibre qui peut étre la conséquence de la dérive génétique, de la
consanguinité¢ et/ou de Dl’effet de Wahlund (1928). Dans le cas contraire, un exces en
hétérozygotes rend F et F,; négatifs. Cet exces peut étre induit par la philopatrie aux sites
natals et/ou par I’exogamie a D’intérieur d’une population (Prout 1981, Chesser 1991,
Mathews & Porter 1993 et Lowe ef al. 2004). En utilisant le programme Genetic Data
Analysis (Lewis & Zaykin 2001), la structure génétique des populations a été explorée par les
indices de fixation de Fj, Fy et F; (Wright 1951), mais selon les estimations de Weir &

Cockerham (1984) qui considére la méthode du Jackknife pour tester leur niveau de

signification statistique.
4.10. Méthode du Jackknife

Cette méthode de ré-échantillonnage estime les parametres de variation y compris les
erreurs type en calculant les valeurs dérivées de la totalité des données, en écartant a chaque

fois une donnée et en recalculant les caractéres souhaités.
4.11. Flux génique

La migration historique et ancienne des individus entre différentes populations avec
succes de procréation a été conclue a partir des valeurs de F;, en appliquant la formule de
. . . . 1{1-F, .
Wright (1951) (mais selon Nei (1987)) suivante : Ne. m :Z 7 et en ajustant pour les
ST
données diploides (M = 2. Ne.m) avec, M le nombre de migrants par génération, Ne la taille

efficace de la population et m le taux de migration. Cette estimation indirecte assume le

mode¢le mutationnel en 1le de Wright (1931).
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4.12. Assignation génétique

Le flux génique contemporain a été étudié via I’approche d’assignation génétique. Le
logiciel STRUCTURE 2.2 (Pritchard et al. 2000 et Falush et al. 2003) a été utilisé pour
investiguer 1’identité génétique des populations d’outardes surtout celles asiatiques aux
origines mélangées. Ce programme utilise une méthode Bayésienne dite de "clustering" qui se
base sur le modele mathématique et stochastique complexe de la chaine de Markov
(MCMC pour Markov Chain Monte Carlo) afin d’assigner les individus aux origines
incertaines ou n’ayant aucune information a priori sur leur origines géographiques, a des

populations en évaluant leurs fréquences alléliques.

4.13. P-value

La valeur p est un test statistique de signification qui sert & montrer le plus petit niveau
auquel on rejette I'hypothése nulle qui suppose I’absence de différence ou de changement. En
d'autres termes, la valeur p est la probabilit¢ de commettre une erreur et de rejeter a tort
I'hypothése nulle et donc, d'obtenir un faux positif. Plus la P-value est petite, plus le test est

statistiquement significatif et plus ’hypothése nulle est rejetée.
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Article 1

Patterns of genetic diversity and population structure of the threatened Houbara and
Macqueen’s bustards as revealed by microsatellite markers

Résumé

L’outarde Houbara (Chlamydotis undulata) est une espece aviaire menacée de
disparition en Afrique du Nord, en Asie et aux iles Canaries. Le but de ce travail est I’étude
de la structure génétique et de la variation génétique chez Chlamydotis undulata undulata,
Chlamydotis undulata fuertaventurae et Chlamydotis undulata macqueenii qui constituent le
genre Chlamydotis. Un groupe de 266 oiseaux distribués sur 10 populations a été génotypé en
utilisant sept marqueurs microsatellites polymorphes. Les analyses des loci microsatellites ont
généré 1821 génotypes et 55 différents alleles et I’estimation des diversités génétiques
observées ¢tait relativement grande et variait de 0.326 a 0.729. L’utilisation de ces marqueurs
génétiques neutres a montré une structuration phylogéographique significative entre les
populations de 1’outarde asiatique. L’Analyse Moléculaire de Variance a révélé un
pourcentage de 12.03 de variabilité entre les sous-populations étudiées. Les tests de
différenciation populationnelle et d’assignation d’individus a des populations, déduits d’une
méthode Bayésienne, ont montré I’existence avec plus de 90% de probabilité, de deux clusters
distincts : ’un africain et 1’autre asiatique. Au niveau inter-populationnel, une corrélation
positive (1 = 0.302) a été aussi détectée entre les distances géographique et génétique. Dans
une perspective de conservation, une bonne évaluation de I’'information génétique permettra
de jeter plus de lumicre sur le statut génétique actuel et les tendances de cette précieuse
ressource, ce qui pourra conduire a une meilleure optimisation et amélioration des stratégies

et des plans de conservation des populations d’outardes.

Mots-clefs: Marqueurs microsatellites, outardes Houbara, génétique de conservation,

diversité génétique.
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ABSTRACT. The Houbara bustard (Chlamydotis undulata) is a
threatened avian species that is rapidly declining throughout its range,
especially in North Africa, Asia and the Canary Islands. We examined
the population structure and genetic variation for the three Houbara
subspecies C. undulata undulata, C. u. fuertaventurae and C. u.
macqueenii. A total of 266 birds from 10 populations were genotyped
using seven polymorphic microsatellite markers. The analysis of
microsatellite loci generated 1821 genotypes and 55 different alleles.
Estimates of observed and expected heterozygosities were relatively high
and ranged from 0.371 to 0.687 and from 0.326 to 0.729, respectively.
For the first time, significant phylogeographic structure among Asian
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Houbara populations was found using neutral nuclear markers. Analysis
of molecular variance revealed 12.03% population variability among the
subspecies. Population structure and assignment tests inferred using a
Bayesian approach revealed two distinct clusters with more than 90%
likelihood, one Asian and one North African. A positive correlation
between genetic distance and geographic distance was detected among
populations (r> = 0.302). For conservation purposes, this genetic
information will help understand the current genetic status improving
management strategies for Houbara bustard breeds and populations.

Key words: Microsatellite markers; Houbara bustard; Genetic diversity;
Conservation genetics

INTRODUCTION

Houbara bustard (Chlamydotis undulata) is an avian polytypic species with habitats
in arid and semi-arid environments characterized by lower and middle altitudes, steppes,
sandy, and stony wadis with shrubby halophytic vegetation (Cramp and Simmons, 1980).
The species belongs to the Otididae family made up of 23 species and is divided into three
subspecies according to geographic distribution and morphology. C. u. undulata (Cuu) (Jac-
quin, 1784), found in Northern Africa (north Mauritania, Morocco, Algeria to Egypt) is
sedentary, rarely vagrant or locally nomadic (Heim de Balsac and Mayaud, 1962). C. u.
macqueenii (Cum) (Gray, 1832), the migratory form of “Chlamydotis” genus is found in
Asia (from the Middle East to Altai) and lives in Sinai, Arabia, Baluchistan, Jordan, north
Caspian Sea, north-west India, Afghanistan, Pakistan, Kazakhstan, Iran, Iraq, and Mongo-
lia. C. u. fuertaventurae (Cuf) (Rothschild and Hartert, 1894), a non-migratory and endemic
subspecies to the Canary Islands resides mainly in Fuerteventura and Lanzarote.

The taxonomic status of the Chlamydotis genus remains controversial to this day.
According to Sangster et al. (1999), Knox et al. (2002) and Lesobre et al. (2010), the Chla-
mydotis genus consists of two species C. undulata and C. macqueenii with C. undulata
comprising two subspecies (Cuu and Cuf). Other authors, however, posit that the genus is
monotypic and made up of three well-differentiated subpopulations [Cramp and Simmons,
1980; Pitra et al., 2002, 2004; Idaghdour et al., 2004; IUCN, 2010; Birdlife International
(2010) taxonomic group]. In this paper, we opt for the latter classification. According to
the red list of threatened species (IUCN, 2010), Houbara bustard is classified “vulnerable”.
The ongoing decrease in the size of the Houbara bustard populations requires that knowl-
edge of the genetic structure, population boundaries and level of connectivity between
populations be known for proper management (Haddane, 1985). Furthermore, genetic drift
ultimately affects gene flow and as stated by Wright (1951), gene flow may allow the
spread of favorable adaptation among populations. Thus, in a species like C. undulata di-
vided into populations, gene flow is likely to help the species overcome problems related
to loss of adaptive genetic diversity (Keller et al., 1994). Estimates of gene flow between
island and mainland Houbara populations or among mainland populations can provide
useful information for management initiatives aiming for the long-term persistence and
conservation of the species in its natural habitat. In Morocco, the Houbara bustard popula-
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tion has declined substantially as a result of overgrazing, habitat destruction and excessive
hunting (Birdlife International, 2010). Assessing genetic diversity and population structure
of wildlife species using neutral molecular markers allows determination of their extinc-
tion risk and to design strategies for their management and conservation (Serrano et al.,
2009). Previous genetic studies on Houbara bustards have failed to show an evidence for
genetic differentiation between the North African C. undulata. 1daghdour et al. (2004) us-
ing mtDNA showed extensive structuring among the three subspecies but could not find
structure within Cuu. Dawson et al. (1999) while performing analysis on the CHD-Z gene,
confirmed the absence of size difference products between two Houbara bustard popula-
tions from Morocco and the Canary Islands. Lesobre et al. (2010) used both mtDNA and
DNA microsatellites as described in Idaghdour et al. (2004) and Chbel et al. (2002), respec-
tively, and did not find solid evidence of structuring within Cuu either. Pitra et al. (2004)
studied the macqueenii population history and showed weak structuring using only four
microsatellite markers.

The objective of this research was to implement Chbel et al. (2002) polymorphic
SSR markers and extend their use into a larger number of populations in order to pertinently
evaluate and assess genetic distance, phylogenetic relationships, genetic diversity, and popu-
lation differentiation between the North African forms Cuu and Cuf and the Asian form Cum.

MATERIAL AND METHODS

The isolation of single sequence repeats (SSR) loci was carried out from Moroccan
Houbara’s extracted DNA. Library construction and primer design were done by Genetic
Identification Service Inc. (USA) as described in Chbel et al. (2002). From 1993 to 2007,
the three Houbara bustard subspecies were sampled from the 10 different locations listed in
Figure 1 and Table 1 avoiding the sampling of close related individuals. A total of 135 blood
samples were collected from the Cuu founding stock at IFCDW originated from Erfoud,
Errachidia and Boudnib areas where each sample represents an egg from a single clutch.
Another 18 tissue samples were obtained from hunted birds in Laayoune region in south of
Morocco. The Cum collection included five different populations. Blood and tissue samples
from Iran (N = 16), Jordan (N = 2) and Baluchistan (N = 28) populations were obtained
from the National Wildlife Research Center (NWRC) in Taif, Kingdom of Saudi Arabia
and samples from the Negev desert (N = 3), Afghanistan (N = 6) and mixed origins of the
Asiatic Houbara from Kazakhstan, Saudi Arabia and Pakistan were collected from Sheikh
Butti Maktoum’s Wildlife Center in the United Arab Emirates. We later labeled samples
from Jordan and the Negev desert as the Middle East sample. For Cuf, we received 21 blood
samples from La Oliva Breeding Station in the Canary Islands. Blood samples were stored
in ACD (0.48% citric acid, 1.32% sodium citrate and 1.47% dextrose) or QLB (1% sodium
N-lauryl sarcosine, 10 mM EDTA, 10 mM NaCl and 10 mM Tris, pH 8.0) buffers at either
-20°C or room temperature whereas tissue samples in a saline lysis buffer (20% DMSO and
5 mM NaCl) and stored in ambient temperature.

Total genomic DNA was extracted using either phenol-chloroform method (Sambrook
et al., 1989), GEN-IAL First DNA, or QIAmp DNA Kits. DNA concentration was quantified
using Hoefer DyNA Quant 200 Fluorometer and its integrity checked on 1% agarose gels.
Gradient PCRs were conducted during the optimization phase using Biometra T1 and Techne

Genetics and Molecular Research 11 (3): 3207-3221 (2012) ©FUNPEC-RP www.funpecrp.com.br



A. Korrida et al. 3210

GeneE thermal cyclers. In a final volume of 5 pL, the PCR master mix contained: 10X
Promega buffer, dH,0, 25 mM MgCl,, 2 mM dNTPs, 20 uM forward and reverse primers,
1 uM IRD-M13 forward primer (Schuelke, 2000), 5 U/pL Taq Polymerase Enzyme
(Promega) and 20 ng template DNA. PCRs were carried out with the following sittings:
94°C for 3 min for one cycle; 94°C for 20 s, Tal for 1 min and 72°C for 30 s for 14 cycles;
94°C for 20 s, Ta2 for 1 min and 72°C for 30 s for 28 cycles, and 72°C for 10 min for one
final cycle. Annealing temperatures for all SSR markers were as in Chbel et al. (2002). PCR
products were run and visualized on a Li-COR 4000 L sequencing device through a 6.5%
Li-COR KB Plus Gel Matrix and microsatellite allele sizes were determined using an Infra
Red Dye 800 size marker.

Figure 1. Locations of the 10 sampled populations of Houbara bustards.

Data analysis

Prior to data analysis, the Micro-Checker 2.2.3 program (Van Oosterhout et al.,
2004) was used to identify microsatellite profiling errors. Tests for linkage disequilibrium
were performed in GENEPOP 4.0 (Raymond and Rousset, 1995) and the Arlequin 3.1 soft-
ware (Excoffier et al., 2006). The expected () and observed heterozygosities (H,)) for each
population were estimated using the GENETIX 4.03 software (Belkhir et al., 2003) and the
polymorphic information content (PIC) was estimated using the Cervus 2.0 program (Mar-
shall et al., 1998). For each population, deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE)
was tested with the Fisher exact test implemented in GENEPOP based on 5000 iterations and
20 batches. Bonferroni’s adjustment (Rice, 1989) was implemented to compensate for mul-
tiple comparisons at P <0.05 level. The analysis of molecular variance (AMOVA) describing
the hierarchical partitioning of genetic variance among and within populations was carried
out using the Arlequin package. By defining each time the number of groups considered in
the structure, the AMOVA used permutation tests to evaluate null hypotheses of no popula-
tion structure within groups and between groups. The F index was also tested by permuting
haplotypes among populations among groups and the F .. by permuting populations among
groups. Population pairwise Fi. values were obtained for all population pairs and their sig-
nificance values were tested against the assumption of no difference between populations
by considering 1000 random permutations of haplotypes. The Arlequin package was also
utilized to assess the genetic differentiation (F; P values) for all population pairwise com-
binations considering the number of different alleles as the molecular distance. The Genetic
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Data Analysis program (Lewis and Zaykin, 2001) was used to calculate Wright’s fixation in-
dices F, F and F, (Wright, 1951) according to Weir and Cockerham (1984) and using the
Jackniffing approach over populations. The MEGA 4.1 software (Tamura et al., 2007) was
used to construct the minimum evolution (ME) tree (Nei et al., 1998). Furthermore, pair-
wise population genetic differentiation (® ) was calculated as well as geographic distance
used to perform the Mantel test for isolation by distance implemented in the GENALEX 6.3
program (Peakall and Smouse, 2006). The pairwise geographic distances were calculated
in kilometers using the latitude/longitude coordinates of each sampled location. Gene flow
was calculated using Wright’s formula: N = 0.25 (1 - F_) (Nei, 1987) and adjusted
for diploid data where M = 2N _, with M the number of mlgrants per generation, N the ef-
fective population size and m the migration rate. The STRUCTURE 2.2 program (Pritchard
et al., 2000; Falush et al., 2003) was used to investigate the genetic identity of the Houbara
populations especially the macqueenii mixed origins. The program implements a Bayes-
ian clustering method to infer and assign the individuals of uncertain origins or without a
priori information on their exact geographic origin to populations via their estimated allele
frequencies. The analysis were carried out using K = 2 to 3 clusters and burns of 25,000
repetitions and 100,000 iteration for Markov chain Monte Carlo (MCMC). Each run was
repeated five times to get consistent results.

RESULTS AND DISCUSSION
Genetic variability within populations

The Micro-Checker and GENEPOP packages showed no signs for large allele
dropout or for scoring errors due to stuttering and no evidence for null alleles. However,
the global Fisher test was significant and revealed two genotypic linkage disequilibria
between D119 and Al13a and between D118 and D110 loci. For this reason, Al13a and
D110 loci were eliminated from this study. The seven remaining microsatellite loci were
successfully amplified in all 10 Houbara populations and generated 1821 genotypes and
55 alleles for a total of 266 individuals. Measures of genetic variability for the 10 popula-
tions are shown in Table 1. The mean number of alleles ranged from 2.14 in the Middle
East to 6.00 in Errachidia with an average of 4.64. Eight private alleles were found, one
in Laayoune, three in Errachidia, two in Iran, one in the macqueenii mixed origins, and
one in Afghanistan population. The observed number of alleles reflects historical events
of each population, which could include changes in effective population size, impact of
natural and artificial selection, introgression, and genetic isolation. Most noticeably is the
number of private alleles in the Iranian and Errachidia populations, 2 and 3, respectively.
The presence of such private alleles could be due to new accumulated alleles in recently
diverged but genetically isolated populations or the result of loss of alleles after bottleneck
and divergence. Moreover, the average PIC across populations was calculated to 56%.
The Boudnib and Errachidia populations had the highest PIC of 66% and the Middle East
population had the lowest PIC value of 25%. The average PIC value indicated thus that
the implemented microsatellite markers were informative and appropriate for such genetic
studies (Botstein et al., 1980). The low PIC in the Middle East population is possibly due
to the low number of segregating alleles.
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Table 1. The sample size (N), mean number of alleles per locus (V,), number of private alleles (PA), polymorphic
information content (PIC), observed (H,,) and expected (/1) heterozygosities, probability of deviation from Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE), and inbreeding coefficient (#y) in 10 Houbara populations.

Subspecies Populations N N, PA PIC H H HWE F,

A o E s
Chlamydotis undulata Erfoud (E. Morocco) 25 4.857 - 0.615 0.636  0.675  0.024 0.058
Laayoune (S. Morocco) 18 4.571 1 0.615 0.614 0.689  0.024 0.111
Errachidia (E. Morocco) 89  6.000 3 0.666  0.625 0.717  0.000 0.127
Boudnib (E. Morocco) 21 5.142 - 0.665  0.687 0.729  0.000 0.059
C. u. fuertaventurae Fuerteventura (Canary Islands) 21 4.142 - 0.542 0.582  0.618  0.269 0.059
Iran 16 5.000 2 0.574  0.548 0.633  0.000 0.138
Middle East 5 2.142 - 0255 0371 0326 0.889 -0.155
Baluchistan (Pakistan) 28 5571 - 0.550  0.526  0.599  0.005 0.123
Afghanistan 6 3857 1 0.527  0.547 0.634  0.060 0.148
C. u. macqueenii macqueenii mixed origins 37 5.142 1 0.587  0.590 0.652  0.124 0.094
(Kazakhstan, Pakistan, Saudi Arabia)
Mean - 4.642 - 0.560  0.573  0.627 - -

The values of the H  and H_, under HWE within each population were also present-
ed. H  values ranged from 0.37 in Middle East to 0.68 in Boudnib with an average of 0.57
and H_ varied from 0.32 in the Middle East to 0.72 in Boudnib with an average of 0.62. The
H , within each population except for the Middle East one was lower than the H,. Addition-
ally, the F i value ranged from -0.15 in the Middle East population to 0.14 in the Afghan
population and the F for all populations except the Middle East population was positive
indicating a significant deficit of heterozygotes owing to inbreeding (£ > 0), samples from
sub-populations pooled together (Wahlund effect), and/or genetic drift. However, the nega-
tive F; value for the Middle East population could be due to by an asymmetrical sex migra-
tion that produced an outbreeding effect in the progeny.

Finally, considering the heterozygote deficit as the alternative assumption, six de-
partures from the HWE were detected by the Fisher global test across populations. Indeed,
significant multilocus deviations were found within Errachidia, Boudnib, Iran, Baluchistan,
Laayoune, and Erfoud populations at the P < 0.05 level. Unfortunately, only few Houbara
studies that used SSRs are available for comparison. Lesobre et al. (2010) have studied the
genetic characteristics of Cuu in North Africa using the same SSR loci. Their estimates of
the mean H, H and F were 0.70, 0.64 and 0.08, respectively, for Moroccan populations.
In the current study, we estimated H, H, and F  to be 0.70, 0.65 and 0.05, respectively,
for the populations we sampled in Morocco, which were mostly similar to the estimates of
Lesobre et al. (2010).

Genetic variability among populations

The structure of subdivided populations is often estimated by F-statistics (Wright
1951). The F-statistics (Fq, F; and F) of the 7 loci are presented in Table 2. The F  values
per locus varied from 0.06 to 0.12 with a mean of 0.10. The F, estimates of population dif-
ferentiation ranged from 0.09 to 0.13 showing an average F of 0.11. As presented in Table
3, estimates of genetic differentiation between pairs of populations and their P values were
significant in the majority of combinations except within Moroccan populations (Boundnib,
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Errachidia, Erfoud, and Laayoune). Moreover, our F estimate for Cum populations (0.067)
was slightly higher than that reported (0.0419) by Pitra et al. (2004) who studied the Cum
population history where the links between wintering and breeding areas were already de-
fined. Our estimate of the global F in the four Moroccan populations (0.006) was, however,
similar to the one reported by Lesobre et al. (2010).

Table 2. Multilocus F statistics (Fg, F,, and F;) and number of migrants per generation (N, ) across 10 Houbara

S?

populations.

Locus Fy F Fy, N,
All2 0.125 0.230 0.120 1.833
A210 0.103 0.212 0.122 1.799
DI19 0.081 0.207 0.136 1.588
D118 0.127 0.228 0.115 1.923
A29 0.069 0.176 0.115 1.923
Al20 0.129 0.216 0.099 2.275
DI17 0.081 0.197 0.127 1.718
Mean 0.103 0.209 0.119 1.865
Standard deviation 0.058 0.042 0.025

Table 3. Pairwise F between Houbara bustard populations (below diagonal) with probability of significance
provided above the diagonal.

Erfoud  Boudnib  Laayoune  Errachidia CI ITran Baluchistan ~ MMO ME Afghanistan

Erfoud * 0.054 0.180 0.180 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Boudnib 0.012 * 0.351 0.819 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Laayoune 0.025 0.003 * 0.423 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Errachidia 0.011 0.000 0.002 * 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
CI 0.147 0.101 0.158 0.108 * 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000
Iran 0.176 0.158 0.156 0.153 0.246 * 0.000 0.009 0.009 0.018
Baluchistan 0.192 0.162 0.180 0.164 0.244 0.050 * 0.000  0.000 0.000
MMO 0.160 0.126 0.133 0.130 0.172 0.031 0.026 * 0.000 0.018
ME 0.348 0.298 0.335 0.304 0.443 0.186 0.201 0.208 * 0.009
Afghanistan  0.198 0.154 0.183 0.161 0.199 0.071 0.090 0.063 0.216 *

CI = Canary Islands; MMO = macqueenii mixed origins; ME = Middle East populations.

To analyze hierarchical molecular variance using AMOVA, we first grouped all
populations in one set to get a global idea about the genetic structuring and differentia-
tion among and within populations (Table 4). A significant structuring among all sampled
populations was found (F, = 0.12, P value = 0.000) with 87.97% of molecular variance
within populations and only 12.03% among groups. The most probable population group-
ings and configurations according to four geographic groups where also investigated. Gen-
erally, the grouping that exhibits the highest value of among group variation (F.;) and is
significant indicates the most parsimonious geographic subdivision (Paulo et al., 2002). The
[ Cuul+[ Cuf]+[Cm]+[CmMiddle-east]| grouping displayed the highest statistically significant
value of among group variation with an F_ value of 0.145 (P = 0.000). This finding affirms,
and is in perfect concordance with, the results shown in Table 3 especially regarding the
population of Macqueen’s mixed origins and that from the Middle East region.
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Table 4. Hierarchical AMOVA in Houbara and Macqueen’s populations.

All populations

Source of variation

Degrees of freedom

Sum of squares

Variance components

Percentage of variation

Significance tests (P)*

1 group
[CuutCuft+Cum+CumMiddle-East]

2 groups
[Cuu/Cuf]+[Cum/CumMiddle-East]

3 groups
[Cuul+[Cuf]+[Cum/CumMiddle-East]
and [Cuu/Cuf]+[Cum]+[CumMiddle-East]
have very similar results

4 groups
[Cuul+[Cuf]+[Cum]+[CumMiddle-East]

Among populations
Within populations
Total

Among groups

Among populations/within groups
Within populations

Total

Among groups

Among populations/within groups
Within populations
Total

Among groups

Among populations/within groups
Within populations

Total

522
531

522
531

7
522
531

3
6
522
531

155.15
1170.24
1325.39

93.61
61.53
1170.24
1325.39

117.09

38.06
1170.24
1325.39

1325.39

0.30
2.24
2.54

0.07
2.24
2.67

0.38
0.04
2.24
2.67

12.03
87.97
100.0

12.69

4.40

82.91
100.0

13.43

2.66
83.91
100.0

14.53

1.70

83.77
100.0

Fy, =0.120 (0.000)*

F..=0.126 (0.01)

Fy, =0.170 (0.000)*

F.=0.134(0.003)

F,, =0.160 (0.000)*

F.,=0.145 (0.000)

Fy, = 0.162 (0.000)*

F, and F_, are fixation indices within populations and among groups, respectively. Cuu = Chlamydotis undulatata unduluta; Cuf = C. u. fuertaventurae; Cum =
C. u. macqueenii populations except Middle East; CumMiddle-East = Middle East C. u. macqueenii population.
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To quantify the sub-structuring for Moroccan Houbara between the South-western and
North-eastern populations, we repeated the analysis using separate data for the two groups,
which showed an absence of structuring (F,. = 0.0021, P = 0.128). This estimate corresponded
to a number of 238 migrants that were exchanged per generation. Actually, the result was not
unexpected as the Houbara have the capacity to disperse over a wide geographic range in Mo-
rocco (Idaghdour et al., 2004). Lesobre et al. (2010) also noted that Cuu founders from Algeria
and Eastern Morocco are bred and managed as a single population and their descendants were
used to restock wild populations in south eastern Morocco. Furthermore, gene flow within
Morocco was reported to be female-mediated, and its considerable levels were sufficient to
genetically homogenize the Moroccan populations (Idaghdour et al., 2004). Using the same
approach, an estimate of /. = 0.1117 was found between Cuu and Cuf. This Canary Islands
Cuf differentiation from the Moroccan Cuu is due to geographic isolation (sea barrier).

Population structure was further investigated using the STRUCTURE Bayesian clus-
tering method in order to assign individuals to populations based on their genotypes. The
most relevant number of clusters was revealed to be K =2 as shown in Figure 2. This result
was supported by the estimated log probability of the data (LnP(D); Figure 3) and the assess-
ment of the membership percentage to particular clusters (Table 5). The LnP(D) increased
by 9.75% between K = 1 and K = 2, remained almost constant between K =2 and K =3 and

1

3 5 7 3

2 4 & 2 10

Figure 2. Houbara Bayesian clustering for K = 2 and K = 3 (with its A and B plots). The thin vertical colored
bars refer to the proportion of membership to the North African cluster (in red and blue) or to the Asian cluster (in
green). 1: Iran; 2: Baluchistan; 3: Macqueenii mixed origins; 4: Middle East; 5: Afghanistan; 6: Canary Islands; 7:
Erfoud; 8: Boudnib; 9: Laayoune; 10: Errachidia.
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increased again by 4.72% between K = 3 and K = 4 clusters. The weak variation between K
=2 and K = 3 refers to the plateau reached at K = 2 and showed a good fit to the data. This
finding is also confirmed by the individual assignment proportion of more than 92% to either
cluster I or cluster II. When the number of clusters was increased to K = 3, the admixed hap-
lotypes showed lower percentages of membership with values less than 70% especially for
Moroccan populations.

[_THTT | nm
-4800
-4800 4
-5000 4
-5100 4
-5200 4
-5300
-5400
-5500 4
-5600 4
-5700 -

Average LnPD)

Figure 3. The average posterior probability [log probability of the data, LnP(D)] of the five runs at each cluster K.

Table 5. Proportion of membership of each pre-defined population to the two major inferred clusters.

Subspecies Populations Cluster I (%) Cluster II (%)
Cum Iran 94.50 5.50
Baluchistan 96.90 3.10
macqueenii mixed origins 96.80 3.20
Middle East 99.20 0.80
Afghanistan 95.50 4.50
Cuf Canary Islands 9.40 90.60
Cuu Erfoud 3.50 96.50
Boudnib 5.90 94.10
Laayoune 4.30 95.70
Errachidia 8.00 92.00

Cum = Chlamydotis undulata macqueenii; Cuf = C. u. fuertaventurae; Cuu = C. u. undulata.

Genetic distance and gene flow

A phylogeny tree was drawn using the ME approach (Figure 4). The dendrogram
grouped the majority of Houbara and Macqueen’s populations into two main clusters Cuu/Cuf
and Cum and corroborated then the reciprocal monophyly of the Houbara and Macqueen’s
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bustards. Also, the ME tree has shown that the North African populations are monophyletic,
which confirms further the genetic structuring found between Cuu and Cuf.

_: Baluchistan Pakistan
Mcqg mixed origins
Iran

Middle East

Afghanistan Kabul
Canary Islands

Layoune
Boudnib
—EErrachidia
Erfoud
014 012 010 002 006 004 002 000

Figure 4. Minimum evolution tree showing grouping of the 10 populations of Houbara and Macqueen’s bustards.

In Figure 5 and Table 6, Mantel tests for association between genetic distance, repre-
sented by (® ) and geographic distance, revealed that geographic distance plays an important
role in the distribution of genetic variation among Houbara populations and showed signifi-
cant and positive correlations with r> = 0.302 and r* = 0.334 for the set grouping all popula-
tions and the set gathering all population except the one from the Canary Islands, respectively.
These genetic findings could be explained by limited genetic connectivity so by relatively high
indication of isolation-by-distance between populations. The relationship between genetic dif-
ferentiation and geographic distance became higher when the Cuf population was retrieved
from Mantel tests. The decrease in isolation by distance in the first set containing all popula-
tions could be explained by the fact that in finite populations such as Cuf, the effect of genetic
drift is stronger than gene flow at the studied nuclear loci.

Mantel test
r*=0302

0.6

Genetic distance (O,)

0 2000 4000 G000 g000 10000
Geograp hic distance (km)

Figure 5. Mantel test for association between genetic distance and geographic distance.
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Table 6. Summary of Mantel tests for microsatellite markers.

Popoulations r? P
All (Cuu, Cuf and Cum) 0.302 0.030*
All except Cuf 0.334 0.040*
All except Cuu 0.355 0.113
All except Cum 0.070 0.250
All Cum 0.543 0.220
All Cum except Middle East 0.836 0.100
All Cuu 0.049 0.420

r* is the coefficient of correlation between population genetic distance and population genetic differentiation (®).
*P < 5%. For abbreviations, see legend to Table 5.

Furthermore, the mean N_ value was estimated to 1.86 migrant per generation and
historical gene flow between Cuu and Cuf, Cum and Cuu, and Cuf and Cum was N_ = 4.02
(Fgy=0.111), 2.93 (F,, = 0.145), and 1.94 (F, = 0.204), respectively. Using mtDNA markers,
Idaghdour et al. (2004) showed that gene flow between Cuu and Cuf'is equal to 1.3 migrants
per generation suggesting that males possibly disperse more than females. In fact, the sex-
biased dispersal discrepancy is due to larger susceptibility of the female-inherited mtDNA to
genetic drift compared to the biparentally inherited microsatellites especially in isolated or
differentiated populations (Chesser and Backer, 1996). Idaghdour et al. (2004) reported also
that the gene flow is almost exclusively unidirectional from Cuu to Cuf as expected given the
effective population size of each population.

Scenarios of population differentiation

The significant differentiation between Cum and Cuu reflected by relatively high F
value suggests that Cum split from Cuu first, then Cuu and Cuf became differentiated. This is
in concordance with the results of Idaghdour et al. (2004) and Lesobre et al. (2010).

Based on the results generated from this study, we think that the differentiation mech-
anism within C. undulata species could have occurred at two stages. The first between Cum
and Cuu and the second between Cuu and Cuf. Assuming that the origin of Otididae family is
thought to be in eastern or southern Africa (Pitra et al., 2002), a first hypothesis of C. undulata
speciation is an expansion of an ancestral form from eastern Africa to Asia followed by a range
expansion all the way to the Atlantic coast of Africa. The second possible hypothesis is that
the expansion of the ancestral form occurred at the same time to Asia and North Africa and
these two forms were sympatric in Egypt and later separated. Also, the reduction of population
size as a result of habitat destruction, excessive hunting and wars (especially that Egypt desert,
Middle East and Western-central Asia in Afghanistan, Pakistan, Iran, and Iraq had known long
periods of disastrous wars for decades) may be responsible for the currently observed disjunc-
tion at the level of Egypt, so in other terms, responsible for the lack of connectivity and isola-
tion resulting in loss of habitat and population fragmentation. Further study on Houbara and
Macqueen’s mtDNA genes is in progress (Korrida A and Schweizer M, unpublished results)
and would shed more light on the two assumptions mentioned above.

For the North African subspecies and according to our measures of microsatellite ge-
netic variability, the most likely mechanism of differentiation between Cuu and Cuf'is a recent
colonization of the Canary Islands. This mechanism agrees also with results previously docu-
mented using d-loop marker (Idaghdour et al., 2004). Several models have been developed to
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describe the effects of colonization on the genetic structure of natural populations (Kimura
and Weiss, 1964). With regards to the observations related to the low genetic variability in the
Canarian subspecies, the most appropriate colonization model might be the stepping-stone
model, which assumes that migration occurs between adjacent populations, and that colonized
islands contain only a subset of the genetic information of the source population resulting in
the loss of genetic diversity due to founder effects (Nei, 1987).

IMPLICATIONS FOR CONSERVATION

The Houbara and Macqueen’s subspecies constitute the main target of Arab falconry
and due to their drastic decline has been the focus of the present study. The novelty of the pres-
ent study resides in the striking evidence it reports for population genetic structuring within
Cum being managed currently as a single genetic stock. Indeed, the Middle East population
has shown significant levels of genetic differentiation at microsatellite loci, therefore, this very
small population would not enable us to draw a decisive conclusion in relation with the defi-
nition of management or conservation units as defined by Vogler and Desalle (1994), Moritz
(1994) and Crandall et al. (2000). For this end, more samples from the Negev desert, Egypt,
Jordan, and/or Sinai areas need to be investigated.

Moreover, our genetic evidence revealed that the geographically isolated Canarian
population is also genetically independent and should therefore be considered either as a sepa-
rate North African evolutionary significant unit (Crandall et al., 2000) or designatable unit
(Green, 2005).

The Houbara bustard is a valuable avian resource with great interest for Morocco too.
As the four Moroccan populations were found to be very exchangeable with each other, we rec-
ommend treating the North-eastern and South-western Moroccan populations as a single man-
agement pool. However, similar genetic study should be conducted each time and new samples
collected from other Moroccan zones are to be recruited within the captive breeding stocks.

From a wildlife and conservation perspective, we do believe that the current information
and results would constitute a reference point and source of knowledge for implementing genetic
strategies that could assist in maintaining Houbara bustards’ genetic diversity such that the evolv-
ability of population is not at risk, and therefore not compromising chances of adaptation to wild
conditions and minimizing the loss of genetic diversity and inbreeding.

Finally, considering that in small and finite populations the risk of extinction within
a short time is increased due to over-exploitation, hunting pressure, habitat destruction, pol-
lution, introduced species, and other environmental, genetic and stochastic factors, it is im-
portant to mention that beside the information on population structure and heterozygosity
estimates held by the neutral genetic markers, direct censuses of the populations could hold
more information regarding extinction risk.
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CHAPITRE 11

Phylogéographie des outardes Houbara et Macqueen’s
inférée des séquences du gene mitochondrial cytochrome b
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Life is lived forwards, but understood backwards

Soren Kierkegaard (1813-1855)
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INTRODUCTION

La phylogéographie a été définie pour la premiére fois en 1987 par J.C Avise et ses
collaborateurs comme la discipline qui étudie les principes régissant les distributions
géographiques des lignées phylogénétiques inter et/ou intra spécifiques. Cette nouvelle
branche est rapidement devenue 1’un des plus intégratifs piliers de biologie évolutive, surtout
apres son influence par les principes et les modeles mathématiques et statistiques développés
dans la théorie de la coalescence (Kingman 1982, Tajima 1983 et Donnelly & Tavaré 1995).
Ensuite, la phylogéographie comparative a bénéficié des outils de génétique moléculaire et de
systématique/phylogénétique pour jauger davantage les congruences spatio-temporelles des
patterns (distributions) phylogéographiques des lignées contemporaines évolutives et aussi,
pour tester les hypothéses sur les processus historiques et démographiques qui pourraient étre
responsables de ces patterns, i.e : la vicariance, I’hybridation-introgression, la divergence, les
goulots d’étranglements, la structuration des populations ou les expansions/contractions qui
sont en relation avec les changements et les oscillations climatiques et environnementales
passés. La phylogéographie se situe donc a la croisée de la théorie de macroévolution
(biologie phylogénétique, paléontologie, et géographie historique) et de la théorie de

microévolution (démographie, éthologie, et génétique des populations).

Dans ce travail de these, la phylogéographie du complexe Houbara-Macqueen’s vivant

dans I’écorégion du Paléarctique a été étudiée et investiguée.

METHODOLOGIE

1. Echantillonnage et extraction de ’ADN

Un total de 43 outardes asiatiques et africaines est analysé dans cette étude. Un lot de
24 individus sont nouvellement séquencés dont six Chlamydotis undulata undulta du sud-est
du Maroc, six Chlamydotis undulata fuertaventurae, huit Chlamydotis macqueenii provenant
du Balochistan, du désert du Néguev et d’Afghanistan, en plus d’un outgroup de quatre
différentes espeéces d’outardes africaines : Eupodotis humilis, Eupodotis senegalensis,
Ardeotis kori et Ardeotis arabs. Pour la comparaison, un autre groupe de 19 séquences a été
extrait de la Genbank du National Center for Biotechnology Information (NCBI, USA)
(Tableau 1 et Figure 1 de I’article 2).
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L’extraction d’ADN nucléaire a été effectuée comme dans le chapitre 1.

2. Marqueur génétique utilisé: L’ADN mitochondrial

Chez les animaux, la mitochondrie est un organite qui assure la respiration cellulaire et
génere de 1’énergie nécessaire pour le déroulement des réactions cellulaires sous forme
d’adénosine triphosphate (ATP). Au cours de 1’évolution, I’ADN mitochondrial a ét¢ introduit
dans les différents génomes d’animaux en provenance des bactéries aérobies qui pénétraient
les cellules eucaryotes par infection et ingestion au lieu des mécanismes cellulaires ordinaires
comme les duplications et la reproduction sexuelle (Wallin 1922). Ces procaryotes devenaient
alors symbiotes en transférant leurs génomes dans les noyaux des cellules eucaryotes hotes
tout en conservant les genes nécessaires a leurs fonctions cellulaires. Les mitochondries ont
ainsi gardé une trentaine de geénes impliqués dans la respiration cellulaire, en plus de quelques
génes de DI’ARNt (acide ribonucléique de transfert). L’origine extracellulaire des

mitochondries est aussi affirmée par leur code génétique universel (Griffiths et al. 2007).

Le premier génome mitochondrial aviaire complétement cloné et séquencé a été publié
par Desjardins & Morais en 1990. Chez la poule (Gallus gallus), I’ADN mitochondrial est
circulaire et fait 16775 paires de bases de long. Cette structure contient des génes codant pour
13 protéines (ND1, ND2, COX1, COX2, ATP8, ATP6, COX3, ND3, ND4L, ND4, ND5,
CYTB, ND6), 22 ARNt, 2 ARNr (acide ribonucléique ribosomique) et une région non-
codante de contrdle (D-loop). Ce génome code pour les mémes genes que chez les autres
vertébrés cependant, 1I’ordre des geénes chez les oiseaux est différent (Mindell 1997). En effet,
il y a un réarrangement adjacent a la région de contrdle et du géne cytochrome b chez la poule

par rapport a celle des mammiferes et du xénope (Figure 1).
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,;t‘i'ase 8

B
ATPase § P;tpase ATPase 6

Figure 1: Ordre des geénes mitochondriaux chez a) la poule (Gallus gallus) et b) chez les
mammiferes et le xénope. Cyt b : le géne cytochrome b, 12S : 12S ARNr, 16S : 16S ARNT,
Control : région de contrdle ou D-loop, O, : origine de réplication du brin tardif (3°-5”) de

I’ADN mitochondrial, O,, : origine de réplication du brin précoce (5°-3’).

Généralement, dans les études phylogéographiques, les marqueurs moléculaires
utilisés sont : I’ADN mitochondrial (Marshall et al. 2011, Gongora et al. 2011 et Teacher et
al. 2011), I’ADN chloroplastique (Vachon & Freeland 2011, Wang et al. 2011 et Guicking et
al. 2011) et PADN génomique (Schweizer et al. 2011, Witt et al. 2011 et Mardulyn et al.
2011). L’ADN mitochondrial reste le marqueur utilisé par excellence (Suarez et al. 2009,
Weksler et al. 2010, Herman & Searle 2011, Wilson & Orr 2011 et Johnson & Weickstein
2011). Ce choix est di a plusieurs raisons : (i) un mode de transmission uniparentale et
maternelle qui rend réduit la taille efficace des populations de genes, (ii) une structure
circulaire haploide qui facilite son amplification par séquengage sans recoure au clonage
moléculaire, (iii) une neutralité sélective qui minimise le risque d’apparition des déséquilibres
de liaison, (iv) une absence de recombinaison durant la méiose permettant a toute la molécule
d’avoir la méme histoire généalogique et (v) un temps de coalescence plus rapide que celui
des marqueurs nucléaires (de 1/4) favorisant 1’é¢tude des origines et des évolutions récentes

(e .g: le plus récent ancétre commun MRCA ou the Most Recent Common Ancestor).
3. Amplification par PCR de séquencage
Le séquencage d’un long fragment de 1042 paires de bases du geéne mitochondrial

cytochrome b, a été facilité par trois paires d’amorces (primers) en chevauchement qui ont été

congues par notre unité de recherche en 2003. Parmi les six amorces, cinq posseédent des
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amorces universelles M13F (18 ou 23 mers) et M13R (24 mers) étiquetées par de la

fluorescence infra rouge compatible avec la technologie IRD 800 et IRD 700 du séquenceur

Li-COR (Figure 2).

CB-MI3F(18)
HCB3-MI13F(23)

HCB5-M13F(23)
LCB2a

LCB4-M13R(24)
HCB6-M13F(24)

5’-TGTAAAACGACGGCCAGTCCAACATCTCTGCTTGAT-3’
5’-AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTTGGTGATGACTGTTGCACCTC-3’

5’-AGGGTTTTCCCAGTAACGACGTTGGGTTTGCTGGGGTGAAGTT-3’
5’-GTAGGATATGTTCTACCATGAGG-3’

5’-GAGCGGATAACAATTTCACACAGGCCAACCTACTAGGGGACCCAGA-3’
5’-AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTTCTTTGGTTTACAAGACCAATGTTT-3’

> >

ICB—M13F |

HCB3-M13F [LCB2a HCBS5-MI13F |LCB4-M13R [HCB6-M13F |

< < <

1042 pb du gene cytochrome b |

Figure 2: Amorces utilisées selon Broderick et al. (2003), leurs compositions nucléotidiques
et leurs emplacements sur le fragment de 1042 bp du geéne cytochrome b.

En utilisant des machines thermiques de type Biometra T1 et Techne GeneE. Le Master Mix

de la réaction PCR contenait dans un volume final de 20 pl:

- H,0 de type MilliQ

- Tampon 10X Promega
- 25 mM de MgCl,
- 200 uM de dNTPs et de ddNTPs

- 8 pM d’amorces sens (F ou Forward) et anti-sens (R ou Reverse)
- 1 uM de I’amorce IRD- M13 F (Schuelke 2000)
- 0.08% de Nonidet P40

- 0.3 U/ul de ’enzyme Taq Polymerase (Promega)

- 20 ng d’ADN génomique

- Une goutte de I’huile minérale.
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L’amplification par technique PCR comprenait les phases suivantes:

1. Une phase de dénaturation des deux brins d’ADN a 90°C pour un cycle de 1 min
2. Une phase d’hybridation des deux amorces de 30 cycles a : 56°C pendant 30 s, 72°C
pendant 45 s, 95°C pendant 1 s et a 90°C pendant 10 s

3. Une phase d’extension par ’enzyme Taq polymerase a 72°C pour un cycle de 2 min.

Les produits PCR ont été ensuite séparés sur un gel d’acrylamide Li-COR KB Plus de
6.5% (Figure 3) en utilisant une machine de séquencage automatique de type Li-COR 4000L

et a travers

lll.l hll"lllll

Sens de lecture

llll'm""l

!

Figure 3: Profil électrophorétique d’une amplification par PCR de séquencage d’un fragment
du geéne mitochondrial cytochrome b chez trois outardes Houbara marocaines. G = Guanidine,
A = Adénine, T = Thymine et C = Cytosine. Pour chaque individu (IDx) correspondent quatre
colonnes de nucléotides GATC constituant la séquence d’ADN amplifiée.
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4. Méthodes d’analyses et logiciels génétiques utilisés
L’alignement des séquences mitochondriales obtenues a été réalisé par les logiciels
Proseq v.2.43 (Filatov 2002), T-Coffee (Notredame et al. 2000) et revérifié visuellement

(Figure 4).

JHFiIe Ecit Sequence Analyse Tools Options Window  Help

gpouence mame [vewers) | | | [ (L0 OO b e e e e e g
Morococol Cuua  |104Z2 GICCTCCGTACTAGTICCTATTCTTAALTTCCCTTICCTTCACLALLLTCCAMLALCAGCG
MoroccoZ Cuua  |104Z2 GICCTCCGTACTAGTICCTATTCTTAALTTCCCTTICCTTCACALLLTCCAALLCAGCG
Moroccod Cua  |104Z7 GICCTCCGTACTAGTICCTATTCTTAALTTCCCTTICCTTCACALLLTCCAALLCAGCG
Moroccod Cuua  |104Z2 CCCTCCGTACTAGTICCTATTCTITAATTCCCTTICCT TCACALLTCCALLCALGCLE
Moroccod Cuu  |104Z2 CCCTCCGTACTAGTICCTATTCTITAATTCCCTTICCT TCACALLTCCALLCALGCLE
Moroccofd Cuu  |1042 GCCTCCGTACTAGT CCTAT T TITAATTCCCTTOCTTCACALLTC CICALALCACGCE
Canarv Islands|1042 CGCCTCCGTACTAGTCCTATTCTTAATTCCCT TCCOTTCACALAALTC CICALAACAGCE
Canary Islands|104Z2 GICCTCCGTACTAGTICCTATTCTTAALTTCCCTTICCTTCACLALLLTCCAMLALCAGCG
Canaryv Islands| 1042 GICCTCCGTACTAGTICCTATTCTTAALTTCCCTTICCTTCACALLLTCCAALLCAGCG
Canary Islands| 1042 GICCTCCGTACTAGTICCTATTCTTAALTTCCCTTICCTTCACALLLTCCAALLCAGCG
Canarvy Islands| 1042 CCCTCCGTACTAGTICCTATTCTITAATTCCCTTICCT TCACALLTCCALLCALGCLE
Canarv Islands|104Z2 CCCTCCGTACTAGTICCTATTCTITAATTCCCTTICCT TCACALLTCCALLCALGCLE
Dakistanl Cum |[1042 CGCCTCTGTACTAGTCCTATTCTTAATTCCCT TCCTTCACALAALTC CICALACAGCE
Dakistan? Cum |[1042 CGCCTCTGTACTAGTCCTATTCTTAATTCCCTTCCOTTCACAALLTC CICAALCLGCE
Pakistand Cum |104Z GICCITCTGTACTAGTICCTATTCTTAALTTCCCTTICCTTCACLALALLTCCAMLALCAGCG
Afghanistanl Cl104Z2 GICCTCTGTACTAGTICCTATTCTTAALTTCCCTTICCTTCACALLLTCCAALLCAGCG
Afghanistans Cl1042 CCCTCTGTACTAGTICCTATTCTITAALTTCCCTTICCTTCACALALLTCCALLCAGCE

Figure 4: Exemple d’alignement de séquences d’ADN mitochondriales.

4.1. Minimum Spanning Network (MSN)

La MSN reconstruit des relations phylogénétiques entre les différents mitotypes

(haplotypes mitochondriaux) a partir de la matrice des distances génétiques par paires

estimées entre tous les haplotypes. Cette reconstruction a été faite par les programmes

Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier & Lischer 2010) et TCS (Clement et al. 2000).

4.2. Nombre de sites polymorphes (S)

C’est le nombre des loci utilisés montrant plus d’un alléle par locus.

4.3. Diversité haplotypique (/) (Nei 1987)

C’est la diversité génique définie comme la probabilité que lorsque 1’on tire au hasard

deux haplotypes, ils soient différents. La diversité haplotypique est calculée selon 1’équation :
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=13y
n—1 1=1pi

avec, n le nombre de copies de geénes, & le nombre d’haplotypes et pi la fréquence du i ieme

haplotype.
4.4. Diversité nucléotidique (7) (Tajima 1983)

C’est la probabilité que lorsque 1’on tire au hasard deux nucléotides homologues, ils
soient différents. La diversité nucléotidique est calculée selon 1’équation :

k
ZZMP/%

_ =l <
L
avec, d; le nombre de mutations depuis la divergence entre I’haplotype i et j, k le nombre

d’haplotypes, p, et p; sont les fréquences des haplotypes i et/ respectivement et L le nombre

k. k
de loci. D’une fagon similaire, le terme : zz p;p;d; estle nombre moyen de différences en
i=l j=1

paires (pairwise differences).
4.5. Disparité des distributions ou '"mismatch differences"

Selon le modéle mutationnel des sites infinis (voir glossaire), la distribution du
nombre des différences observées entre les paires de séquences mitochondriales ou "mismatch
differences" (Rogers & Harpending 1992) a été comparée avec les différences attendues par
paires "pairwise differences" sous I’hypothése d’une expansion instantanée de la population.
La forme et le mode de distributions "mismatch" dans une population indiquent le type et
I’histoire de ses changements démographiques. Une population en équilibre démographique
présente une distribution espérée de forme multimodale, tandis qu’une population en
expansion démographique récente, revendique une distribution "mismatch" de forme
unimodale (i.e : sous forme d’une courbe en cloche). Les distributions "mismatch differences"

ont été visualisées en utilisant DnaSP v.5 (Librado & Rozas 2009)
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4.6. Expansion : Méthode non-linéaire généralisée des moindres carrés

En considérant le modéle mutationnel a nombre infini de sites sans recombinaison,
I’expansion populationnelle a été aussi analysée selon la méthode non-linéaire généralisée des

moindres carrés de Schneider & Excoffier (1999) et ce, afin d’estimer :

1. Le paramétre mutationnel t défini par I’équation : T = 2put avec, p le taux de mutation

et t le temps d’expansion

2. La taille de la population avant I’expansion 0, définie par 1’équation: 0 = 2n N,
avec, N, la taille de la population au temps 0

3. Lataille de la population apres I’expansion 0, définie par la formule : ,=2p N, avec,

N, la taille de la population apres 1’expansion.

31:2N1U

Population size

Time

Figure 5: Profil démographique d’une population ayant connu une augmentation instantanée

de taille en passant d’une taille Ny a une taille N, il y a ¢ générations (d’aprés Schneider &
Excoffier 1999).

4.7. Somme carrée des écarts (SSD pour Sum of square deviations)

Le logarithme de Hooke & Jeeves (1963) a été utilisé¢ pour déterminer les parametres

qui minimisent la SSD entre les distributions "mismatch" observées F,

i—obs

et celles attendues

F,_,, - La SSD est deéfini comme : SSD = Zio(Fmbs -F_, )2 . Le test statistique de la SSD a
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été aussi utilisé pour valider I’hypothese nulle /6, supposant les données observées sous un

modele d’expansion instantanée. La valeur p du test est approximée par 1’équation : =

value

(nombre SSD

simulé

> nombre SSD

observé

) apres plusieurs cycles de simulations des données.

4.8. Indice de "raggedness" (Harpending 1994)

d+1
Cet indice se calcule selon la formule: = Z(xl. - X, )2, les x sont les fréquences

i=1
relatives observées des classes du "mismatch" et d le nombre maximal des différences
observées entre les haplotypes. La signification et la validité du test est similaire a celle du

SSD.

4.9. Test de neutralité sélective de Tajima (1989)

Le principe de ce test est de comparer 1’estimation du paramétre de mutation 6 = 2Nu
obtenue a partir du » nombre de sites polymorphes S a celle obtenue a partir du nombre

moyen de différences entre 2 génes w. Tajima a ainsi défini la statistique D, sous le mod¢le de

A A

A A S
avec, = et O, =

o 0.6,
Jrar(6.-0.) > ()

l

sites infinis i/, comme :

En pratique, ce test consiste a comparer la valeur de la statistique D a celles obtenues a
partir d’échantillons simulés sous 1’hypothése nulle de neutralité et de stationnarité d’une
population de parametre de mutation Os. Pour chaque échantillon simulé, on calcule la
statistique D et on obtient empiriquement la probabilité associée a D: P-value

(D, <D

simulé observé

). Des valeurs significatives de D (soit négatives soit positives) indiquent
I’écart a la neutralité sélective. Ce test dépendra donc de la différence entre 6, et 6, . En

effet, les valeurs positives significatives (P-value < 0.05) du test de Tajima D suggerent la
signature d’une sélection balancée et de goulots d’étranglement et celles significativement
négatives indiquent un événement d’expansion populationnelle. La déviation de I’hypothese
de neutralité sélective ou de la stationnarité populationnelle s’est basée sur 10000 simulations

de coalescence.
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4.10. Fst par paire de populations, leurs valeurs p au seuil 0.05, la différenciation

et la variance génétique intra et inter-populationnelle par PAMOVA

En définissant chaque fois le nombre de groupes a considérer, ’AMOVA a appliqué
des permutations pour tester I’hypothése nulle d’absence de structuration a 1’intérieur et entre
les groupes. L’indice F, a été ainsi calculé en permutant les haplotypes entre les populations
et entre les groupes et I’indice F,, en permutant les populations entre les groupes. Les
valeurs de F, par paire de différentes populations ont été estimées et leurs valeurs p ont été

testées contre 1’hypothése nulle en considérant 1000 permutations aléatoires des haplotypes.
Le programme Arlequin a été implémenté pour évaluer les parametres : (s), (7) (h), (SSD),
I’expansion populationnelle, I’indice de "raggedness", le test de Tajima, les Fy, par paires et
I’AMOVA. L’ensemble de ces tests a considéré le modele de distance génétique de Kimura a

2-parametre (1980).

4.11. Modéle de distance génétique : Kimura 2 parametres (K 2-p)

Le mod¢le de Kimura (1980) prend en considération les transitions (changement d’une
purine (A ou G) par une purine et d’une pyrimidine (C ou T) par une pyrimidine) ainsi que les
transversions (substitution d’une purine par une pyrimidine) dans le calcul du taux de

substitution.

Transversions

A——2C
Transitions Transitions

G_______ T

Transversions

4.12. Arbre phylogénique "Neighbor Joining" (NJ)

La construction de I’arbre NJ (Saitou & Nei 1987) se fait selon un logarithme

compliqué de Nei & Kumar (2000). D’une fagon plus simple, cette méthode est une variante
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de la méthode ME et donc, emploie des mesures de distances dans la construction des
typologies qui exhibent la plus petite valeur des sommes de toutes les branches comme étant
le paramétre de 1’arbre le plus correcte. L’arborescence est non-enracinée puisque la méthode
ne consideére pas un taux d’évolution constant (sauf exceptions). La construction de I’arbre
phylogénique Neighbor Joining (NJ), I’estimation des valeurs du bootstrapping et les calculs
des distances génétiques ont été effectuées en utilisant le programme Mega v.4.1 (Tamura et

al. 2007).

4.13. Taux de mutation (substitution) et taux de divergence

A cause des taux de mutation trés variables des génes mitochondriaux aviaires, des
distributions conservées des "priors" ont été appliquées dans le calcul des taux de substitution
allant de 0.005 a 0.025 substitution/lignée/site/million d’années et correspondant

respectivement, aux taux de divergence de 1% et de 5% par million d’années (MA).

Le taux de mutation u se calcule selon le taux de divergence (% par MA) considéré et suivant

la formule :

u = taux de divergence (%/MA) x longueur de la séquence (pb) x temps de génération / 2 x MA

Le taux de substitution est donc obtenu soit en (générations), soit en années, dans le dernier cas on ne

multiplie pas par le temps de génération.

4.14. Approche Bayésienne

C’est une approche statistique qui se base sur le théoréme de Bayes et utilise les
données et la distribution a priori d’un parameétre ou d’une probabilité pour inférer une
distribution a posteriori actualisée de cette derniére. Des analyses phylogénétiques
Bayésiennes ont été réalisées par le logiciel Beast v.1.6.1 (Drummond & Rambaut 2007) pour
calculer les temps de divergence en utilisant une horloge moléculaire Bayésienne décontractée

avec des distributions log normales non corrélées des longueurs de branches.
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4.15. Valeurs du Critere d’Information d’Akaike (AIC pour Akaike Information

Criterion)

C’est un modele de sélection développé par Hirotsugu Akaike en 1974 qui sert a tester
la validité de 1’ajustement (goodness-of-fit) d’un model statistique donné. Dans les domaines
de I’écologie, de génétique et d’évolution, ce type de modeles est de plus en plus utilis¢ au
lieu des approches traditionnelles et classiques comme le Chi? et I’hypothése nulle. Selon ce
modele, plusieurs hypothéses sont mises en compétition et sont simultanément confrontées a
I’ensemble de la base de données. L hypothése qui montre la plus faible valeur de I’AIC est
considérée la meilleure (Johnson & Omland 2004). D’une maniére générale, I’AIC établie le
lien entre I’approche statistique du maximum de vraisemblance (Maximum likelihood) et
I’information de Kullback-Leibler (Burnham & Anderson 2002) et se calcule selon 1’équation
suivante : AIC= 2k — 2In(L), avec k le nombre des paramétres (i.e : le nombre de variables et
d’interceptes) considérés dans le modele statistique et L I’estimateur du maximum
vraisemblance du modele évalué. Différents horloges et modeles de substitution ont été
utilisés pour les différentes positions des codons en s’appuyant sur les valeurs (AIC) et en

appliquant le MrModeltest 2.3 (Nylander 2004). Des distributions des priors par défaut ont été

choisies et le MCMC a été lancé pour 30.10°générations tout en re-échantillonnant le lot

chaque 1000 générations.

4.16. Priors

Le "prior" est la distribution des probabilités des valeurs d’un paramétre donné avant
I’observation des données (Beaumont & Bruce 2004). En variant les parameétres
démographiques des effectifs populationnels a travers le temps (taille constante, croissance
exponentielle et croissance-expansion), des priors fondés sur I’arbre de coalescence ont été
comparés. Le programme Tracer v.1.5 (Rambaut & Drummond 2007) a été employé pour

confirmer les tailles efficaces des distributions postérieures pour chaque analyse.

4.17. Intervalle ou région de plus haute densité postérieure 95% (HPD pour

highest posterior density)

L’HPD est un intervalle de confiance ou la majorité des distributions doivent s’y

trouver. Cette région remplie les conditions suivantes :
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a) une probabilité postérieure de 100 x (1-a)%
b) la densité minimale a n’importe quel point de cet intervalle est supérieure ou
¢gale a n’importe quel point a I’extérieur.
Les distributions des ages moyens et la 95% (HPD) pour chaque nceud ont été analysées avec
le logiciel FigTree v.1.2.1 (Rambaut 2008). La pertinence des deux priors a été évaluée par les
facteurs de Bayes (Kass & Raftery 1995 et Brown & Lemmon 2007) en utilisant le logiciel
Tracer et une estimation de la vraissemblance marginale des données selon la méthode de

Suchard et al. (2001) (Kass & Raftery 1995 et Brown & Lemmon 2007).

L’interprétation et la discussion des résultats générés sont présentées dans I’article 2 soumis

au Journal Ibis.
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Article 2

Diversification across the Palearctic desert belt throughout the Pleistocene:
phylogeography, demographic history and genetic structure in the Houbara-
Macqueen’s bustard complex as revealed by mitochondrial DNA

Résumé

L’influence des changements climatiques du Pléistocéne sur les especes aviaires
adaptées aux zones arides du Holarctique est comparativement peu étudiée. Contrairement
aux especes des zones tempérées, les populations aviaires d’especes adaptées aux zones arides
pourraient montrer une faible différenciation génétique en raison de leurs temps de divergence
qui auraient coincidé avec les courtes périodes interglaciaires, alors que les événements
d’expansion pourraient avoir lieu dans les longues périodes glaciaires durant lesquelles une
végétation ressemblant a celle steppique aurait été fréquente. Dans la présente étude, cette
hypothése a été testée chez un taxon largement répandu dans la zone désertique du
Paléarctique : 1I’outarde Houbara-Macqueen’s. Ce taxon contient I’espéce d’outarde Houbara
Chlamydotis undulata (Cu), composée des sous-espeéces nord-africaines Chlamydotis u.
undulata (Cuu) et Chlamydotis u. fuertaventurae (Cuf) et I’espeéce d’outarde Macqueen’s
asiatique Chlamydotis macqueenii (Cm). Un total de 1042 paires de bases du gene
mitochondrial cytochrome b a été investigué chez 39 individus représentant les deux especes
afin d’évaluer la structure génétique et I’histoire démographique et aussi afin de calculer les
temps de divergence en utilisant une horloge moléculaire Bayésienne décontractée se basant
sur différents priors de coalescence. Tandis que les deux espéces ont été génétiquement
différenciées, une faible structuration intraspécifique a été signalée. Les temps d’isolation des
deux especes concordaient avec des périodes d’extréme aridité il y a environ 900 000 ans qui,
vraisemblablement, auraient eu comme conséquence un épisode de vicariance est-ouest le
long du désert Arabo-Sarahien. La différenciation a I’intérieur des populations appartenant au
complexe Houbara-Macqueen’s se déroulait apres, c'est-a-dire durant le Pléistocéne supérieur
et comme prévu, les périodes d’expansion auraient été probablement concomitantes a des
périodes glaciaires.

Mots-clés : Aridification, changements climatiques, cytochrome b, expansion glaciaire,
outarde Houbara, outarde Macqueen’s, phylogéographie, Pleistoceéne, expansion de

population.
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ABSTRACT

Studies on the influence of Pleistocene climatic alterations and associated habitat changes on
arid-adapted bird species living in the Holarctic region are comparatively rare. In contrast to
temperate species, the populations of arid-adapted avian species might be characterized by
low genetic differentiation because periods of population isolation were associated with the
short interglacial periods, while population expansion events might have occurred during the
longer glacial periods when steppe-like vegetation might have been prevalent. In this study
we tested this hypothesis in a widespread arid-adapted taxon of the Palearctic desert belt, the
Houbara-Macqueen’s bustard complex. It contains the Houbara species Chlamydotis undulata
(Cu), comprising the North African subspecies Chlamydotis u. undulata (Cuu) and
Chlamydotis u. fuertaventurae (Cuf) from the Canary Islands, and the Asian Macqueen’s
species Chlamydotis macqueenii (Cm). A total of 1042 bp of the cytochrome b gene were
investigated in 39 individuals representative of the two species to assess genetic structure,
demographic history and to compute divergence time estimates using a Bayesian relaxed
molecular clock approach based on different coalescent priors. While the two species were
genetically clearly separated, we found little intraspecific genetic differentiation. The
divergence time of the two species falls within a period of extreme aridity at around 0.9
million years ago which most likely resulted in an east-west vicariance along the Arabo-
Saharan deserts. Differentiation within Houbara and Macqueen’s bustard occurred later
during the upper Pleistocene and as predicted, periods of range spread and expansion were

most probably associated with glacial periods.

Keywords: aridification, climate changes, cytochrome b, glacial expansion, Houbara bustard,

Macqueen’s bustard, phylogeography, Pleistocene, population expansion.
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INTRODUCTION

Studies on species’ phylogeography are believed to explain evolutionary processes that shape
species’ genetic diversity and speciation processes over time (Avise, 2000). The climate
alterations over the last millions of years had a strong influence on distribution and
diversification patterns of extant biota. While many studies dealing with the influence of
historical processes on the assembly of biota have focused on temperate and boreal regions of
the northern hemisphere (e.g. Lovette, 2005, Weir and Schluter, 2004, Hewitt, 2004, Taberlet
et al., 1998, Klicka and Zink, 1997), the evolutionary history of arid zone biota is still
comparatively poorly studied (cf. Byrne et al., 2008). Arid zone biomes are widespread on
earth and the desert regions in the northern hemisphere of the old world spanning from much
of North Africa over the Arabian Peninsula into Central and South Asia can be divided into
the Saharo-Sindian (Sahara to the Thar desert of Pakistan and India) and Caspio-Central
Asian deserts (Cowan, 1996). Aridification in these regions began during the Miocene with an
increased stepwise aridification since the Pliocene with three shifts towards more arid
conditions near 2.8, 1.7 and 1.0 million years ago (Mya) at least in Africa (Wu et al., Guo et
al., 2002, Flower and Kennett, 1994, Douady et al., 2003, DeMenocal, 2004, Guillaumet et
al., 2008). The beginning of the aridification of the Sahara was revealed as a vicariance agent
in elephant shrews (Macroscelidae) (Douady et al., 2003). Moreover, climate variability from
the Pliocene onwards with stepwise increased aridity mediated faunal changes in Africa
(DeMenocal, 2004) and led to vicariance across the Saharo-Sindian deserts in Galerida larks
(Guillaumet et al., 2008). However, the Sahara was found not to be a permanent barrier
through geological times (Guillaumet et al., 2008) and the role of the stepwise aridification of
these deserts for the diversification of animal species is still poorly understood.

The last period of stepwise aridification was followed around 0.9 Mya by an intensification of
climatic-cycles leading to an accentuation in the sequence of glacial and interglacial periods
(Guillaumet et al., 2008, DeMenocal, 2004, Hewitt, 2000). During the glacial cycles of this
late Pleistocene period, populations of steppe- and arid-adapted forms in the Holarctic might
have been conversely affected than those of temperate taxa. While the populations of
temperate species might have been isolated and restricted to refugia during the longer glacial
periods, steppe- or arid-adapted forms might have reached their maximum range extent during
glacial periods when steppe-like communities expanded (Garcia et al., 2011a, Garcia et al.,
2011b). Range restrictions and isolation might have thus only happened during the short

interglacial times. As a consequence, a low genetic structuring should be expected among
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populations of widespread steppe- or arid-adapted bird species due to shorter time spent in
isolation (Garcia et al., 2011a, Garcia et al., 2011b).

A bird species typical of the Saharo-Sindian and Caspio-Central Asian deserts is the Houbara
bustard (Chlamydotis undulata, s. I., Houbara-Macqueen’s bustard complex hereafter). These
bustards live almost exclusively in arid environments and belong to the Oftididae family
(Cramp and Simmons, 1980, Sibley and Ahlquist, 1990). C. undulata has for a long time been
regarded as a polytypic species divided into three subspecies according to geographic
distribution and morphology (Cramp and Simmons, 1980). The nominate subspecies, C. u.
undulata (Jacquin 1784) (Cuu hereafter), is found across North Africa from Morocco and
Northern Mauritania to western Egypt, while the populations found in the Canary Islands
have been separated as C. u. fuertaventurae (Rothschild et al. 1894) (Cuf hereafter). C. u.
macqueenii (Gray 1832) (Cm hereafter) occurs further east from eastern Egypt, Arabia,
Pakistan to Central Asia. Houbara bustard is considered as threatened throughout its range
and classified as "vulnerable" (IUCN 2012). The different populations have suffered
substantial declines in recent times mainly from habitat alterations, overgrazing and hunting
pressures (Malik, 1985, Lavee, 1988).

Several recent molecular genetic studies of the Houbara-Macqueen’s bustard complex
have demonstrated that Cuu/Cuf and Cm form reciprocally monophyletic population groups
with a unique and divergent evolutionary history (Broders et al., 2003, Idaghdour et al., 2004,
Pitra et al., 2004, Lesobre et al.). Based on these results and studies on courtship behaviour
and plumage features (Gaucher et al., 1996), as well as, vocalization (Alekseev, 1985,
Gaucher et al., 1996), the taxonomic subcommittee of the British ornithologist union has
recommended that the Houbara bustard should be treated as two separate species according to
the guidelines of Helbig et al. (2002) with the monotypic Macqueen’s bustard C. macqueenii
and the polytypic Houbara bustard C. undulata comprising the subspecies C. u. undulata and
C. u. fuertaventurae (Knox et al., 2002, Sangster et al., 2004, Collinson, 2004).

The biogeographic history and temporal diversification patterns of the Houbara-
Macqueen’s bustard complex in the context of the climate alterations during the last million
of years has been controversially discussed. Idaghdour et al. (2004) used demographic
approaches and an approximation of the mutation rate in the mitochondrial control region to
estimated divergence times of the different Houbara and Macqueen’s populations. They
inferred that Cm split from Cuu/Cuf around 430 000 years ago and assessed a coalescent time
for Cuf and Cuu at around 25 000 years ago. In contrast, Pitra et al. (2004) found a much

older divergence time estimate between Cuu/Cuf and Cm at around one Mya using a constant
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cytochrome b mutation rate as estimated from fossil information assuming a split between
Otis and Chlamydotis at about four Mya. Moreover, they estimated the age of the most recent
common ancestor of Cm between 32 800 and 36 100 years ago. Notwithstanding, they were
suspicious about the molecular clock they implemented and its associated biases. They thus
recommended the use of further powerful dating approaches to approve their findings.

The goal of the present work was thus to provide a temporal framework for the
diversification of the Houbara-Macqueen’s bustard complex using a Bayesian relaxed
molecular clock approach based on cytochrome b sequences stemming from individuals
sampled over the whole complex’s distribution area. We moreover aimed at quantifying the
genetic variation between and within the different populations of the entire complex and at
identifying the historical and demographic factors which might have shaped its
phylogeographic patterns. Based on the conflicting results of previous studies (Idaghdour et
al., 2004, Pitra et al., 2004), we wanted to test if the phylogeographic structure of the
Houbara-Macqueen’s bustard complex was shaped by periods of increased aridification of the
Sahara and adjacent desert regions from the Pliocene until the middle Pleistocene, or if it was
influenced by glacial cycles in the late Pleistocene. Moreover, we wanted to infer if periods of
population expansions indeed fall into glacial periods as was predicted for steppe- and arid

adapted species.

METHODS

Source of samples, DNA extraction and PCR amplification

A total of 43 bustard individuals were subject of the present study. Twenty four samples were
analyzed newly, comprising six Cuu from eastern and southern Morocco, six Cuf from
Fuerteventura (Canary Islands), eight Cm from Baluchistan, Negev desert and Afghanistan, in
addition to one Eupodotis humilis, one Eupodotis senegalensis, one Ardeotis kori and one
Adeotis arabs as outgroup taxa from Africa. Another sample of 19 cytochrome b sequences
was extracted from Genbank for comparison (Tablel and Fig. 1). Blood and tissue samples
were stored either in acid citric dextrose (ACD), ethanol 80%, phosphate-buffered saline
(PBS) or in Queen’s lysis buffer (QLB) buffer. DNA was isolated using phenol-chloroform
procedure (Sambrook et al., 1989) and DNA concentration was quantified using Hoefer
DyNA Quant 200 Fluorometer. Genomic DNA samples were used as templates with

appropriate negative controls. A 1042 base pairs fragment of the cytochrome b gene was
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amplified using 3 sets of overlapping M 13 forward and reverse primers as in Broderick et al.

(2003). CB-M13F (5’-TGT AAAACGACGGCCAGTCCAACATCTCTGCTTGAT-3’) with

HCB3-M13F (5-
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTTGGTGATGACTGTTGCACCTC-3’), LCB2a (5’-
GTAGGATATGTTCTACCATGAGG-3") with HCBS5-M13F (5-

AGGGTTTTCCCAGTAACGACGTTGGGTTTGCTGGGGTGAAGTT-3’) and LCB4-
M13R (5’-GAGCGGATAACAATTTCACACAGGCCAACCTACTAGGGGACCCAGA-3’)
with HCB6-M13F (5-
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTTCTTTGGTTTACAAGACCAATGTTT-3’). PCR
reactions were run in a Biometra T1 cycler in a total of 20ul with a mineral oil overlay. The
reaction mix master contained 200 uM of dNTPs, 2.5 mM magnesium chloride, 8 pM of each
primer, 10 mM Tris-HCI (ph 8.8 at ambient temperature), 50 mM KCI and 0.08% Nonidet
P40 to which was added 0.3 U of Taq DNA polymerase (MBI, Fermentas). The PCR profile
used in all reactions started with an initial denaturation at 90°C for 1 min followed by 30
amplification cycles of 30s at 56°C, 45s at 72°C, 1s at 95°C and 10s at 90°C and completed
with a terminal cycle of 2 min at 72°C. PCR products were loaded on a 1% low melting point
agarose gel (Kodak International Biotechnologies. INC) containing 1pug of ethidium bromide
and visualized under ultraviolet light. Band size was assessed using pUC Mix Marker 8 (MBI,
Fermentas). The fragments were then excised from agarose gel by freeze-squeeze method
(Sambrook et al., 1989). A block of agarose containing the band of interest was removed from
the gel and placed in 0.5 ml tube then incubated at -20°C for 30 min and centrifuged at 15000
rpm for 20 min.

Recovered DNA was directly used as a template for sequencing. Samples were
biderectionally sequenced using SequiTherm EXCEL™ II DNA Sequencing Kit-LC from
Epicentre Technologies. The sequencing technology was based on using IRD-800 infra-red
dye labeled M13 reverse and forward universal primers which anneal to complementary tails
attached to primers of the original PCR (Schuelke, 2000). Sequences were electrophoresed
and analyzed on a LiCor 4000 automated DNA sequencing device through a 6.5% LiCor KB
Plus Gel Matrix.

Mitochondrial DNA analysis
The resulting sequences were aligned using T-Coffee software (Notredame et al., 2000) and
checked visually. To draw the genealogical relationships among haplotypes and construct the

Minimum spanning network (MSN), we used Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier and Lischer) and
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TCS (Clement et al., 2000). Arlequin was also utilized to assess the number of segregating

sites (s), nucleotide () and haplotype () diversities, pairwise Fg, and their probability values

at the 5% level, the population subdivision and genetic variance partitioning among and
within populations via the hierarchical Analysis of Molecular Variance (AMOVA). By
defining each time the number of groups considered in the structure, the AMOVA used
permutation tests to evaluate null hypotheses of no population structure within groups and

between groups. The F, index was also tested by permuting haplotypes among populations
among groups and the F,, by permuting populations among groups. Population pairwise Fy,

values were obtained for all population pairs and their significance values were tested against
the assumption of no difference between populations by considering 1000 random

permutations of haplotypes. For both AMOVA and F;, calculations, the Kimura 2-

parameters (K2p) (1980) distance model was considered.

Mismatch difference plots were constructed using DnaSP v.5 (Librado and Rozas, 2009).
Neighbor Joining (NJ) tree construction and genetic distance calculations were done using
Mega v.4.1 (Tamura et al., 2007). K2p distance that takes into account variation in the
transversion/transition ratio was used.

The demographic history of Houbara-Macqueen’s bustard populations was investigated by
several parameters and approaches. The distribution of observed number of differences
between pairs of mtDNA sequences or mismatch distribution (Rogers and Harpending, 1992)
was compared with the expected pairwise differences under the sudden population expansion
assumption. The patterns of mismatch distribution indicate the type of population historical
changes such that populations at demographic equilibrium exhibit multimodal ragged
distributions and those that have undergone a recent and sudden expansion show unimodal
distributions. The validity of those tests was checked by calculating the sum of squared
deviations (SSD) (Schneider and Excoffier, 1999) in addition to the raggedness index of the
observed distributions (Harpending, 1994). Population expansion was further tested using the
generalized non-linear least-square method of Schneider & Excoffier (1999) to assess the
mutational parameter (t), population size before expansion (0,) and after expansion (0,)
under the infinite site model of mutations without recombination. The relationship between
the mean number of nucleotides differences and the number of segregating sites were tested
under the theory of mutation neutrality proposed by Tajima (1989), where significant positive

Tajima D values (P-value < 0.05) refer to population balancing selection and bottlenecks,
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whereas significant negative values indicate population expansion. The departure from
neutrality or stationary was based on 10000 coalescent simulations.

Bayesian phylogenetic analyses were carried out using Beast v.1.6.1 (Drummond and
Rambaut, 2007) to estimate divergence times using a relaxed molecular clock approach with
uncorrelated lognormal distribution of branch lengths. Due to the fact there is a wide variation
of cytochrome b mutation rates in birds (e.g. Nabholz et al., 2009), we used a rather
conservative prior distribution for substitution rates similar to Johnson & Weckstein (2011). A
uniform distribution between 0.005 and 0.025 substitutions/site/branch/millions of years
(s/s/b/My) was chosen for the mean rate (parameter ucld.mean) with the standard deviation
for this (parameter ucld.stdev) uniformly bounded between 0.0 and 10.0 s/s/b/Myr. We used
different clock and substitution models for the different codon positions with the latter
selected based on Akaike information criterion (AIC) values using MrModeltest 2.3
(Nylander, 2004). We compared different coalescent-based tree priors with varying
parametric demographic functions of population size through time (constant size, exponential
growth and expansion growth). Default prior distributions were chosen for all other
parameters and the MCMC was run for 30 million generations with sampling every 1000
generations. Tracer v.1.5 (Rambaut and Drummond, 2007) was used to confirm appropriate
burn-in and the adequate effective sample sizes of the posterior distribution for each run. The
resulting mean ages and 95% highest posterior density (HPD) distributions of each estimated
node were analyzed with FigTree v.1.2.1 (Rambaut, 2008). The relevance of the two different
prior settings was evaluated with the Bayes factor (BF) (Kass and Raftery, 1995, Brown and
Lemmon, 2007) using Tracer with the marginal likelihood of the data estimated based on the
approach proposed by Suchard et al. (2001) (smoothed estimate method, 1000 bootstrap
replicates) (Kass and Raftery, 1995, Brown and Lemmon, 2007). A more complicated model

was favored over a simpler model if 2InBF was greater than 10 (Brown and Lemmon, 2007).

RESULTS

Genetic variation in cytochrome B gene

The alignment of cytochrome b sequences from 39 individual birds across the range of the
Houbara-Macqueen’s complex generated 11 haplotypes with 28 segregating sites (Table 3).
The newly 24 obtained sequences were deposited in GenBank under the accession numbers

(xxx). The final alignment was 1042 base pairs in length, it contained no stop codons or indels
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and all aligned sequences could be successfully translated into amino acids proving that they
were functional. A total of 7 out of the 11 haplotypes were found within the Asian species, 3
within the populations of Morocco and Algeria and 2 within the Canary Islands population.
Cuu and Cuf samples shared the same and most common haplotype (Hap1) (Fig. 3 and Table
3).

Nucleotide diversity () ranged from 0.0192% to 0.186% and was highest in Cm, lowest in
Moroccan and Algerian Cuu and intermediate in Cuf subspecies (Table 3). Meanwhile,
haplotype diversity (h) ranged from 0.250 to 0.766 and was lowest in Cuf, intermediate in
Cuu and again highest in Cm (Table 3).

Population genetic structure
Population pairwise F, were all high and significant except between Cuu and Cuf (F, =
0.03, P-value = 0.684) (Table 2). To analyze hierarchical molecular variance using AMOVA,

we first gathered all populations in one group to get a first idea about the genetic structuring
and differentiation among and within populations (Table 4). The results of this single-level
AMOVA revealed significant structuring among all sampled populations ( Fy, = 0.962, P-
value < 0.000) with the majority of molecular variance found among groups (96.22%
compared to only 3.78% within populations). We then tested the most likely population
groupings and configurations according to the 3 geographic zones: North Africa, Sinai-Negev
and remaining Asia. The grouping that shows the highest value of among group variation

(F.;) and is statistically significant indicates the most parsimonious geographic subdivision

(Contreras-Diaz et al. 2003). The grouping of [Cuu/Cuf]+[Cm]+[CmSinai-Negev] displayed

the highest value of among group variation with a F,., value of 0.9698 although it was not
significant (P-value = 0.162). The F, values were not significant either for the other possible

population groupings. The computation of the mean K2p genetic distances among lineages
considered a uniform rate among cytochrome b sites and was estimated to 1.8% between Cuu
and Cm, 2.1% between Cuu and Sinai-Negev Cm, 0% between Cuu and Cuf and 0.3%

between Cm and Negev-Sinai Cm.

Phylogenetic analysis and molecular dating
A NJ dendrogram revealed a division into two major clusters, one North African comprising
Cuu and Cuf and one Asian containing all Cm individuals (Fig. 4). Within Cm, a cluster

consisting of the birds from the Sinai-Negev area was robustly supported. The MSN (Fig. 3)
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provided further support for the two clades which were separated by 17 mutational steps. The
most common haplotypes, represented by the biggest circles, corresponded to 78% of the
variation in the North Africa (Hap 1, Table 3) and 42% (Hap 2, Table 3) in the Asian clade
respectively.

The comparison of the two independent runs of Beast for each of the three different
coalescent-based tree priors applied revealed high convergence among the different
parameters. The two runs were then combined with 10% burn-in for each. Effective samples
sizes were > 1000 for the posterior distribution and > 200 for all other parameters and the
maximum clade credibility tree was then estimated from 54000 trees. The results between the
three different coalescent-based tree priors applied were similar and did not differ
significantly in their likelihood as evaluated with the computation of the Bayes factors (BF).
Mean substitution rates for the three codon positions were also found to be similar among the
different runs with the highest rate revealed for the third codon position and smaller rates for
the first and second codon position (Table 5a). The mean values indicated that the initial split
between Cuu/Cuf and Cm occurred between 0.77 and 0.94 Mya (see Table 5b for 95% highest
posterior density (HPD) intervals). Diversification within Cm started between 0.26 and 0.38
Mya, while the first divergence event within Cuu/Cuf occurred later between 0.19 and 0.31
Mya. Hence, the intervals were partially overlapping. The first divergence event within Cm

always separated the Sinai/Negev birds from the remaining individuals.

Population demographic history

For the Cm from the Sinai-Negev desert, the computations of the pairwise number of
differences, could not be performed due to the existence of only one haplotype in this sample
(Table 6). For this reason, the Negev/Sinai sample was discarded from the other tests in
relation with the mismatch differences analysis. The mismatch distributions of the three
populations of the Houbara-Macqueen’s bustard complex showed unimodal curves and did
not fit to any of the simulated distribution for stationary or population in demographic
equilibrium (Fig. 2). Furthermore, when Cuu and Cuf were joined in one group according to
the AMOVA analyses, Cu (18) haplotype mismatch plot showed a similar unimodal pattern as
in Figure 2 a) and b).

The assumption of population expansion could not be rejected by either SSD or raggedness
index tests (Table 6). The SSD showed small values that were not significant at the 5% level.
The raggedness index was estimated to 0.371 in Cu (18) and to 0.126 in Cm (16) and their
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probability values were also not significant, indicating that the null assumption assuming
population expansion could not be rejected.

Neutrality test revealed negative signs and was significant (P-value < 0.05) for Cu (18) and on
the limit of significance in Cm (16) rejecting the assumption of neutrality and suggesting
recent population expansions (Table 6). The mutational parameter 7 was estimated to 3.00 for
Cu (18) and 1.027 for Cm (16) respectively (Table 6). To compute the time of population
expansion, we used the extreme values of 0.005 and 0.025 substitutions/lineage/site/My (1%

and 5% divergence) from the range of substitution times used for the coalescent analyses.

Using Rogers’ (1995) equation t:ZL, where u is the mutation rate and s the sequence
us

length in base pairs, the time of population expansion (f) was calculated to have happened

between 288 and 56 kya for Cu (18) and between 99 and 20 kya for Cm (16).

DISCUSSION

Genetic variation and demographic history

The range of the Houbara-Macqueen’s bustard complex extends almost continuously over the
Saharo-Sindian and Caspio-Central Asian desert region. Our comparisons revealed that the
North African Houbara bustards (Cu) and the Asian Macqueen’s bustards (Cm) are
significantly differentiated and reciprocally monophyletic in their mtDNA sequences. We thus
confirmed the results of other studies (Pitra et al., 2004, Idaghdour et al., 2004), but using a
broader sampling over basically the whole distribution area of the Houbara-Macqueen’s
bustard complex.

We found only weak phylogenetic structure in the mtDNA of Cm in congruence with Pitra et
al. (2004) and only the birds from the Negev-Sinai seemed to be separated from the remaining
Cm. Similarly, the mitochondrial DNA data of the four individuals from the Sinai analyzed by
Pitra et al. (2004) consisted of one widely distributed haplotype and three private haplotypes.
When analyzing 17 microsatellite markers, Riou et al. (2012) found barely any population
structure in Central Asian Macqueen’s bustards. However, the sampled individuals from
resident populations in Egypt and south-eastern Arabia differed significantly from each other
and from the central Asian migratory populations. Both, our study and Pitra’s et al. (2004)

did not sample individuals from the population of resident birds in south-eastern Arabia.
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Similarly, no phylogenetic structure was revealed in Cu, and Cuu and Cuf turned out not to be
reciprocally monophyletic. A congruent picture was found for mtDNA control region
sequences (Lesobre et al., 2010, Idaghdour et al., 2004). Even when analyzing microsatellite
markers, Lesobre (2010) found only little genetic differentiation between different
populations of Cuu across its whole range in North Africa. In our sample, one individual of
the Canary Islands population (Cuf) had a private haplotype, while the seven other individuals
of Cuf shared with eight North African birds the most common haplotype of Cu. Athough Cuf
and Cuu currently seem to be isolated from each other, there were probably periods of
extended gene flow between Houbara bustards from the African mainland and the Canary
Islands in the past (Idaghdour et al., 2004). In the latter study, a reduced genetic diversity was
revealed in Cuf compared to Cuu in mtDNA control region data and interpreted as
consequence of genetic drift in the contemporary small population of Cuf. However, we only
found a reduced haplotype diversity of Cuf compared to Cuu in our cytochrome b data.

The unimodal mismatch distributions in both, Houbara and Macqueen’s bustards, and the
significant negatives values generated by Tajima’s D test were consistent with a scenario of
an ancient population expansion. In addition, the minimum spanning network was
characterized by star-like patterns for both the African and Asian cluster with haplotypes
radiating out from central ancestral haplotypes, which further suggests signatures of
population expansions. The ancestral haplotypes are generally distributed around the origin of
the expansion while the derived haplotypes are encountered at the leading edge of the range
expansion (Rowe et al., 2004, Guillaumet et al., 2008). For Cm, a newly derived haplotype
with three-mutational step distant from the ancestral haplotype was found in the Negev-Sinai
sample indicating that most probably this population is occurring at the leading edge of a
range expansion.

Different assumptions about substitution rates have been used recently to estimate expansion
times in the Houbara-Macqueen’s bustard complex (Pitra et al., 2004, Broders et al., 2003,
Idaghdour et al., 2004) which makes any comparison very tough. When computing expansion
times with the extreme values of the range of substitution times used for the coalescenct
analyses, the resulting intervals for range expansions in both, Houbara and Macqueen’s
bustards, broadly overlap with the last glacial period (Petit et al., 1999, Tzedakis et al., 2003,

Kohler et al., 2010). These results are discussed in the next section.
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Divergence times and phylogenetic history

Given the inherent difficulties in estimating divergence times from molecular sequence data
due to lineage- and time-dependent variation in mutation rates (e.g. Nabholz et al., 2009, Ho
et al.), we implemented a conservative approach using rather wide uniform priors for the
mutation rates based on different demographic models. As consequently expected, our
divergence time estimates showed rather large confidence intervals. Nonetheless, we compare
our results based on mean estimates with those of other studies and discuss them in the
context of past climate alterations.

Our mean estimates for the separation between Cu and Cm ranged between 0.77 and 0.94
Mya and were thus similar to the results of Pitra et al. (2004). In contrast, Idaghdour et al.
(2004) revealed this split to have occurred at a much younger age around 430,000 years ago.
However, their estimates were based on a comparison of divergence rates between the control
region and cytochrome b assuming a rather low range of variation in cytochrome b divergence
rates and no among lineage variation. While Idaghdour et al. (2004) assumed that the control
region has diverged approximately 2.7 times faster than cytochrome b, other studied on birds
and snakes have shown that the substitution rate of the control region can be similar or even
lower than that of cytochrome b (e.g. Ursenbacher et al., 2006, Randi et al., 2001, Questiau et
al., 1998, Crochet and Desmarais, 2000).

Different periods of increased aridity associated with an expansion of the Sahara desert might
have promoted vicariance events in different taxa (Guillaumet et al., 2008, Nittinger et al.,
2007, Franck et al., 2001). Our timescale for the separation of Cu and Cm indeed corresponds
with an interval of increased aridity in Africa lasting between 1.2-0.8 Mya (DeMenocal,
2004). As pointed out by Guillaumet et al. (2008), deserts in the Arabian Peninsula and
further east might have been similarly affected during this time period. This could have led to
east-west vicariance along the Arabo-Saharan deserts of widespread ancestral species as was
hypothesized for the arid-adapted Galerida larks (Guillaumet et al., 2008). Such a scenario
might also be plausible for Houbara and Macqueen’s bustards and hyper-arid areas in eastern
Egypt or the Sinai-Negev area might have then promoted vicariance between Cu and Cm.
Similarly, hyper-arid regions such as the Rub’ Al Khali in the Arabian Peninsula seem to be
barriers to gene flow in Houbara-Macqueen’s bustards today (Riou et al., 2012). Cu and Cm
occur west and east of the Red Sea respectively. This water area is believed to have acted as a
barrier to biotic dispersal for African and Arabian fauna from the Miocene-Pliocene boundary
(Voelker and Light, 2011). This predates the split between Cu and Cm, does not support

therefore the idea considering the Read Sea as a driver of vicariance in the Houbara-
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Macqueen’s bustards complex, and intermittent land-bridges between Africa and Arabia
during the glacial maxima in the last 500,000 years (Girdler, 1991, Ross and Schlee, 1973)
did not lead to gene exchange among Cu and Cm.

The apparent synchronous onset of diversification in Central Asian (except Sinai-Negev
birds) and North African Houbara bustard populations implies that it had a similar ultimate
cause. In both species, the diversification started in the late Pleistocene, a time period
characterized by major glacial periods. Although the mean values from the different
coalescent priors spanned a rather large interval of more than 0.1 million years, they all lied in
glacial periods. Accordingly, population expansion in both, Cu and Cm (excluding Sinai-
Negev bird), occurred most likely during the last glacial period. As predicted for steppe- and
arid-adapted species (Garcia et al., 2011a, Garcia et al., 2011b), glacial periods in the upper
Pleistocene might have therefore been associated with range spread and expansion in the
Houbara-Macqueen’s bustard complex. Range restrictions and isolation might have thus only
happened during the short interglacial times and might explain the lack of strong
phylogeographic structuring and population differentiation observed in the mitochondrial data
of both Cm (except birds from Negev-Sinai, see above) and Cu as was also revealed by other
studies (Pitra et al., 2004, Lesobre et al., 2010). Riou et al. (2012) interpreted the lack of
strong genetic structure in their microsatellite data in migratory Central Asian populations of
Cm, despite the fact that radio tracking suggested a migratory divide and philopatry as
evidence for recent common ancestry and recent population expansion. However, it has to be
taken into account here, that the fast evolving microsatellite markers cover a different time
frame than the slower evolving cytochrome b sequences.

As the populations of Cm from the Sinai-Negev area might be on the leading edge of a
population expansion, these areas might have been most probably colonized from further east.
In contrast, Riou et al. (2012) suggested an initial expansion of Cm from the Middle East into
Arabia followed by Central Asia. However, this scenario was formulated on the assumption
that Egyptian populations of Cm were ancestrals and the branching pattern of a neighbor

joining tree which was arbitrarily rooted with that population.

CONCLUSION

Environment conditions of the Pleistocene epoch had certainly shaped the demographic

history and genetic constitution of the different populations of the Houbara-Macqueen’s
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bustard complex. The initial diversification between African and Asian population leading to
the Houbara and the Macqueen’s bustards seemed to have been caused by an east-west
vicariance along Arabo-Saharan deserts during a period of increased aridification in the
middle Pleistonce. Differentiation with Houbara and Macqueen’s bustards occurred later
during the upper Pleistocene. In contrast to temperate species, glacial periods in the upper
Pleistocene seemed to have been associated with population expansions as has been
postulated for other steppe and arid-adapted birds (Garcia et al., 2011a, Garcia et al., 2011b).
To gain a better understand on the evolutionary history of arid zone biota, further studies have
to elucidate if other species or species complexes of open areas sharing a comparable

distribution range were similarly affected.
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TABLES

Table 1. Collection origins, sample sizes, and GenBank numbers for the studied specimens.

Sub/species Origin Number Accession No. Reference
Chlamydotis undulata undulata Morocco XXX This study
Algeria AJ511448-AJ511450 Broders et al. 2003
North Africa 1 AY078582 Pitra et al. 2004
Chlamydotis undulata fuertaventurae Fuerteventura 6 XXX This study
Canary Islands 1 AJ511463 Broders et al. 2003
Canary Islands 1 AY078583 Pitra et al. 2004
Chlamydotis macqueenii Baluchistan [Pakistan] 3 XXX This study
Pakistan 3 AJ511460-AJ511462 Broders et al. 2003
Kazakhstan 3 AJ511457-AJ511459 Broders et al. 2003
Sinai 3 AJ511454-AJ511456 Broders et al. 2003
Saudi Arabia 3 AJ511451-AJ511453 Broders et al. 2003
Negev 2 XXX This study
Afghanistan 3 XXX This study
Asia 1 AY078581 Pitra et al. 2004
Outgroup
Eupodotis humilis [Little brown bustard] Africa 1 XXX This study
Eupodotis senegalensis [White-bellied bustard]  Africa 1 XXX This study
Ardeotis kori [Kori bustard] Africa 1 XXX This study
Ardeotis arabs [Arabian bustard] Africa 1 XXX This study
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Table 2. Population pairwise Fg, (below the diagonal *) and their probability values (above

the diagonal *). Cu (18) = Cuu and Cuf samples, Cm (21) = all Cm samples, Cm (5) =
10 Sinai/Negev sample and Cm (16) = Cm without Sinai/Negev sample.

OCoONOOORWN =

17 Cuu (10) Cuf (8) Cu (18) Cm (21) Cm (16) Cm (5)

20 Cuu (10) * 0.684 ; 0.000 0.000 0.000
21 Cuf (8) 0.003 * ; 0.000 0.000 0.009
53 Cu (18) - - * 0.000 0.000 0.000
24 Cm (21) 0928 0924 0.941 *

26 Cm (16) 0.962 0.959 0.968 ; x 0.000

27 Cm (5) 0.993 0.992 0.991 - 0.786 *
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Table 3. Haplotype distribution and genetic diversity in the mtDNA cytochrome b within Houbara and Macqueen’s populations. (the numbers in
the uppermost row are variable sites, n is the total number of sequences, s the number of segregating sites, k the number of haplotypes, & gene or
haplotype diversity to and z nucleotide diversity).

OCoONOOORWN =
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Table 4. Hierarchical analysis of molecular variance in Macqueen’s and Houbara populations.
(F, and F,, are fixation indices within populations and among groups, respectively).

All populations: 1 group

[Cuu]+[Cuf]+[Cm]+[CmSinai-Negev]

Both clades: 2 groups

[Cuu/Cuf]+[Cm/CmSinai-Negev]

Both clades: 3 groups

[Cuu/Cuf]+[Cm]+[CmSinai-Negev]

Both clades: 3 groups

[Cuu]+[Cuf]+[Cm/CmSinai-Negev]

Degree of Sum of Variance Percentage Significance tests*

Source of variation freedom squares components of variation [p-value]
Among populations 3 191.02 6.89 96.22 Fy;=0.962*[0.000]
Within populations 35 9.47 0.27 3.78

Total 38 200.50 7.16 100

Among groups 1 179.13 8.83 90.21 Fop=092110342]
Among populations/within groups 2 11.89 0.68 7.02

Within populations 35 9.47 027 276 Fy;=0972%10.000]
Total 38 200.50 9.79 100

Among groups 2 190.91 8.11 96.98 Fop=0.969[0.162]
Among populations/within groups 1 0.11 -0.01 -0.21

Within populations 35 9.47 027 323 Fy;=0.967*[0.000]
Total 38 200.50 8.37 100

Among groups 2 179.25 6.32 78.03 FCT =0.780 [0.145]
Among populations/within groups 1 11.77 1.51 18.63

Within populations 35 9.47 027 334 Fy;=0.966*[0.000]
Total 38 200.50 8.10 100
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Table 5. Coalescent analyses in the Houbara-Macqueen’s bustard complex. (HPD is the 95%
highest posterior density). a) Mean values and HPD intervals for the substitutions rate
revealed for the different codon positions based on different coalescence priors. b) Mean
values and HPD intervals for the divergence time estimates within and between Cu and Cm
based on different coalescent priors.

a)

1st codon position 2nd codon position 3d codon position
Model Mean 95% HPD Mean 95% HPD Mean 95% HPD
Coalescent constant
size 0.0097 0.005-0.0178 0.0128 0.005-0.0233 0.0199 0.0125-0.0250
Coalescent expansion
growth 0.0108 0.005-0.0197 0.0126 0.005-0.0232 0.0204 0.0133-0.0250
Coalescent exponential
growth 0.0102 0.005-0.0186 0.0132 0.005-0.0235 0.0204 0.0123-0.0250
b)

Divergence between Cu and Cm Divergence within Cu Divergence within Cm
Model Mean 95% HPD Mean 95% HPD Mean 95% HPD
Colaescent constant
size 0.9444 0.2260-1.8023 0312 0.0527-0.6216 0.3843 0.0805-0.7278
Coalescent expansion
growth 0.8079 0.2204-1.6026 0.2537 0.0500-0.5435 0.3207 0.0755-0.6480
Coalescent exponential
growth 0.7666 0.2100-1.5148 0.1915 0.0312-0.4213 0.2582 0.0675-0.5317
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Table 6. Selective neutrality test and demography parameters assessed: (7 ) mutational
parameter, (6,) population size before expansion, (6, ) population size after expansion, ()
mutation rate, (SSD) sum of squared deviation, and (¢) expansion time. (Cu (18) = Cuu and
Cuf samples, Cm (21) = all Cm samples, Cm (5) = Sinai/Negev sample and Cm (16) = Cm
without Sinai/Negev sample.)
Demographic parameters Cuu (10) Cuf (8) Cu (18) Cm (21) Cm (16) Cm (5)
T 0.699 2.929 3.00 328 1.027 0
9
0 0 09 0 0 0 0
0 1000000 3.6 1000000 3.6 1000000
SSD 0.020 0279 0.00237 0.033 0012
P-value 0350 0.06 0.4700 034 0450
Raggedness index 0.180 0.312 0.371 0.105 0.126
P-value 0.650 0.600 0.630 035 0.400
1% Divergence rate = 0.005 Subst/lineage/site/My
u 0.000024 0.000024 0.000024 0.000033 0.000033 0
' 67 082.53 281 094.0 287 907.87 31477927 98 560.46 0
5% Divergence rate = 0.025 Subst/lineage/site/My
u 0.000120 0.000120 0.000120 0.000167 0.000167
t 1341651 56218.81 57581.57 62 955.85 19712.09
Neutrality test
Tajima's D -L11 -1.05 -1.50 -0.75 148 0
P-value 020 021 0.04 025 0.06 1.00
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FIGURES

Fig 1. Map depicting sampling locations of Houbara and Macqueen’s bustards. The size of the circle and n refers to the number of individuals
10 sampled. Two more individuals of unknown locality were additionally analysed for each, Houbara and Macqueen’s bustard.

OCoONOOORWN =

17 Kazakhstan n=3
Chlamydotis undulata Chlamydotis macqueenii

Canary Islands n=8 Morocco n=6

22 o
23 ‘ Afghanistan n=3.
24 Kl Negev/Sinai n=5 Pakistan n=6

e
26 Saudi Arabia n=3
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Fig 2. Distribution of mismatch differences among mtDNA haplotypes for a) Cuu (10), b) Cuf
(8) and c) Cm (16) specimen. Observed distributions of pairwise differences are plotted
against the expected curves predicted under the assumption of past population expansion.
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Fig 3. Minimum spanning network describing the relationships among 39 mtDNA sequence
variants from 1042 bp of cytochrome b gene in Houbara and Macqueen’s bustards.
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Fig 4. Neighbour-joining tree built from the Houbara and Macqueen’s mtDNA sequence data
and rooted with four other bustards (Little-brown bustard Eupodotis humilis, White-bellied
bustard Eupodotis senegalensis, Kori bustard Ardeotis kori and Arabian bustard Ardeotis
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arabs). Bootstrap support values are shown above the main interior branches.
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SECTION B
ETUDES GENETIQUES SUR LES POPULATIONS
CAPTIVES
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CHAPITRE III

Modélisation de la croissance absolue et allométrique chez

les outardes marocaines reproduites en captivité
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O O3

It is not the strongest of the species that survives, nor the
most intelligent that survives. It is the one that is the most
adaptable to change

Charles Darwin (1809-1882)

O O3
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INTRODUCTION

La modélisation des caractéristiques de croissance chez les animaux en général et les
oiseaux en particulier, permet d’appréhender les liens et les corrélations entre les capacités
individuelles innées de croissance et le développement des parties et des organes du corps.
L’étude qui investigue la relation entre la croissance d'une partie du corps ou d'un organe et la
croissance corporelle totale est I’allométrie (Huxley 1932).

Beaucoup de travaux ont étudié 1’allométrie aviaire et la modélisation des trajectoires
de croissance de taille ou du poids vif (Anthony et al. 1991, Barbato 1991, Mignon-Gratseau
et al. 2000, Aggrey 2002, Koncagul & Cadirci 2010 et Nahashon et al. 2010). Chez la poule
domestique (Gallus gallus domesticus), une des fonctions mathématiques les plus utilisées est
celle de Laird ef al. (1965) modifiée a partir du modéle de Gompertz (1925).

Dans ce chapitre, nous étudierons 1’allométrie et la dynamique de croissance absolue
chez une population captive et aléatoire d’outardes Houbara marocaines, en utilisant le

modele mathématique non-linéaire de Gompertz-Laird dans le but de :

1. Décrire les parametres et les taux de croissance absolue

2. Caractériser la croissance asymptotique

3. Déterminer les croissances allométriques du bec, de la tarso-métatarse, de
I’envergure des ailes et de la circonférence de la poitrine relatives au poids vif de

I’animal.

METHODOLOGIE

1. Individus de I’expérience

Un total de 178 poussins nés en captivité¢ a I’(IFCDW) en 2010 fait ’objet de cette
expérience. Ce lot a été vacciné contre la variole aviaire et la maladie de Newcastle (une
pseudo-peste aviaire). Les poussins ont été nourris par le "gamekeeper" chaque deux heures

surtout pendant les premiers quatorze jours (Photo 3). Le régime alimentaire contenait :

= Des granules mouillées expulsées de viande et composées d’environ 25% de protéines
brutes, de 1.5% de calcium, de 1% de phosphore, de 20000 UI de vitamine A, de 2000
Ul de vitamine D3 et de 200 UI de vitamine E (Photo 3)
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= Un supplément de vers du ténébrion meunier (Tenebrio molitor) (Photo 1 et 4)
=  Un supplément de criquets (Gryllus bimaculatus)

= Des carottes

= De la viande hachée

= De la luzerne fraiche (Medicago sativa L.) (Photo 4).

Des miettes alimentaires ont été régulierement administrées pour aider les poussins a
picoter. Le poids corporel (Photo 2), la longueur du bec, la longueur de la tarso-métatarse,

I’envergure des ailes et la circonférence de la poitrine (Figure 1) ont ét¢ mesurés pour chaque

Oéme .

oiseau juste aprés I’éclosion, au 7', 30", 60 “", 90 “™ et au 120°™ jour.

Photo 2 : Prise de poids d’un juvénile

Photo 3 : Groupe de poussins nourris a la main Photo 4 : Poussin capable de s’auto-nourrir




97

12

11

10

Figure 1: Détails d’un squelette aviaire et mesures prises dans cette étude (A, B, C et D).

1. Crane 10. Tibio-tarse 19.
2. Vertebres cervicales 11. Fibula 20.
3. Furcula 12. Fémur 21.
4. Coracoide 13. Pubis 22.
5. Cote 14. Ischium 23.
6. Bréchet 15. llium 24,
7. Patella 16. Vertébres caudales  25.
8. Tarso-métatarse 17. Pygostyle 26.
9. Phallange 18. Synsacrum 27.

* A = longueur du bec, B x 2 = envergure des ailes,

et D = longueur de la tarso-métatarse.

Scapula

Vertébres

Humérus

Ulna

Radius
Carpo-métacarpe

1er doigt, 2 phalanges
3éme doigt, 1 phalange
2éme doigt, 2 phalanges

C = circonférence de la poitrine



98

2. Etude allométrique

L’allométrie désigne 1’étude de corrélation entre le poids ou la taille d’un organisme et
I’un de ses organes ou parties du corps (e.g: le poids du cceur par rapport a celui du corps).
Les parametres du modele de croissance absolue se calculent selon la formule logarithmique
linéaire de Huxley (1932) suivante : Ln(Y) = Ln(a) + b Ln(X) avec, X le poids corporel, Y la
taille ou le poids de I’organe, b le coefficient d’allométrie (ou la pente de la ligne droite de
régression) et Ln(a) I’interception de la ligne de régression sur I’axe des ordonnées. Quand (b
= 1), on parle d’une isométrie de croissance: I’organe et le poids corporel ont le méme taux de
croissance. Quand (b < 1), ’allométrie est négative et minorante (hypoallométrie), dans ce cas
le taux de croissance de 1’organe est inférieur a celui du poids corporel et quand (b > 1),
I’allométrie est positive et majorante (hyperallométrie) et indique un taux de croissance de
I’organe supérieur a celui de la masse corporelle totale. Les relations linéaires ont été
analysées en utilisant la régression par axe majeur réduit (RMA pour Reduced Major Axis) de
Sokal & Rohlf (1995) et les coefficients de régression ont été calculés par le logiciel RMA
pour JAVA v. 1.21 (Bohonak & van der Linde 2008).

3. Modéle de croissance absolue de Gompertz-Laird

Ce modele est utilisé dans le but d’estimer des mesures espérées a un certain age de

I’individu. La courbe de croissance de Gompertz-Laid est décrite par la formule suivante:

L1-e)

W, =W,eX avec, W, le poids de I’individu a I’age t, W le poids initial a I’éclosion, L le
taux de croissance instantané quotidien et K le taux ou facteur de maturation, appelé aussi le
taux (ou la vitesse) de décroissance exponentielle du taux de croissance initial spécifique. Les

parametres dérivant de cette fonction sont :

K

1. Le poids a I’inflexion : W, = WoeI

L

2. Le poids corporel asymptotique : W, = Woeg
SA x5 . 1 L

3. L’ageal’inflexion: ¢, =—1Ln (—j

K K

Les courbes des parametres de croissance on été établies en utilisant le programme PROC
NLIN (Marquart algorithm) (SAS Inst, Inc. 2002). L’interprétation et la discussion des

résultats générés sont publiées dans 1’article 3 paru dans 1’Atlas Journal of Biology.
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Article 3

Modeling absolute and allometric growth in Houbara Bustard (Chlamydotis undulata

undulata) in captivity

Résumé

Un travail de recherche sur la croissance absolue et allométrique a ét€¢ mené chez les
outardes Houbara marocaines (Chlamydotis undulata undulata) en captivité. La fonction
mathématique de croissance de Gompertz-Laird a été ajustée dans cette étude pour décrire les
modeles et les motifs de croissance, en effectuant des mesures du poids vif allant du jour de
I’éclosion au jour 120 de I’age des animaux. Le modele utilisé a sous-prédit le poids a
I’éclosion (34 vs 40 g) cependant, la prédiction du poids asymptotique était concordante avec
les données (1193 g). La méme fonction de croissance a permis de décrire les caractéristiques
de croissance du bec, de la longueur de la tarso-métatarse, de la circonférence de la poitrine et
de I’envergure des ailes. Le bec a atteint la maturité plus rapidement que la tarso-métatarse, la
circonférence de la poitrine et I’envergure des ailes. L’équation de la transformation
logarithmique de Huxley a permis la détermination des relations allométriques entre le poids
vif corporel et la longueur du bec, la tarso-métatarse, la circonférence de la poitrine et
I’envergure des ailes. Les analyses de croissance allométrique ont montré que, par rapport au
poids vif de I’animal, la longueur du bec, de la tarso-métatarse, de la circonférence de poitrine
et de l’envergure des ailes exhibent une allométrie minorante négative (b<l). Pourtant,
I’envergure des ailes montrait la plus grande croissance allométrique en comparaison avec les
autres mesures, ce qui évoque I’importance évolutive du développement des ailes chez les

outardes pour fuir leurs prédateurs.

Mots-clefs : Outarde Houbara, Mod¢le de Gompertz, allométrie, croissance, €levage en

captivité.
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Introduction

The Houbara Bustard (Chlamydotis undulata) is a medium
sized Bustard of the Otididae family which breeds in deserts
and arid sandy areas with relatively large range of habitats.
The Houbara Bustard species can be found in the Canary Islands
(Chlamydotis undulata fuertaventurae) and North Africa (Chla-
mydotis undulata undulata) from Morocco to Egypt, whereas the
Macqueen’s species (Chlamydotis macqueenii) occurs in the Mid-
dle East, and Asia (Iran, India, Pakistan, Kazakhstan and China).
The two species are the prized quarry for Arab falconers, and
widespread hunting and loss of habitat have greatly reduced
their numbers. The International Union for Conservation of Na-
ture (IUCN, 2011) classifies the Houbara species as vulnerable.
The Houbara is also prohibited from international trade (CITES,
2012).

Since the early 1990s, several conversation centers have
been established in Northern Africa and the Middle East to
propagate the Houbara and Macqueen’s in captivity and estab-
lish proper conservation practices in order to preserve the Hou-
bara. Since then there have been studies on the biology (Saint
Jalme et al., 1994; Tieleman et al., 2002), captive breeding
(Gélinaud et al., 1997; Hémon et al., 2000) diseases (Ostrows-
ki et al., 1995; Bailey et al., 2008), ecology (van Heezik and
Ostrowski, 2001), behavior (Gaucher et al., 1996, van Heezik
and Seddon, 1998), genetics (Chbel et al., 2002; Idaghdour
et al.,, 2004; Lesobre et al., 2010) and phylogeny (Granjon

94



Atlas Journal of Biology - ISSN 2158-9151. Published By Atlas Publishing, LP (www.atlas-publishing.org)

et al,, 1994; Broders et al., 2003) of the Houbara. However,
data on the entire growth characteristics of the Houbara is very
scant. This is because most of the Houbara bred in captivity are
released into the wild at the middle or end of the breeding
season. To date, only few studies exist on the juvenile growth
characteristics of the Houbara and Macqueen’s (Lawrence et al.,
1999; van Heezik and Seddon, 2001; Stiévenart, 2002).

Prediction of growth patterns has been studied extensively
in other avian species, especially domestic fowl (Grossman and
Bohren, 1982; Barbato, 1991; Aggrey, 2002; Aggrey, 2004).
Growth comprises of hyperplasia, hypertrophy, cell division and
apoptosis, however, these processes can also be affected by
environmental fluctuations, dietary status, diseases and other by
random events causing growth to fluctuate thereby making the
study at a single point unattractive. Also, the pattern of growth
reflects the architecture of body composition (Aggrey, 2002).
In a species, such as the Houbara, the body weight at sexual
maturity may become important because of the difference in
growth patterns. Mathematical equations have been used to
model growth characteristics (e.g., Gompertz, 1925; Richards,
1959). Growth characteristics derived from such mathematical
equations smoothens body weigh fluctuations and uses previous
and future weights to predict age-weight points (DeNise and
Brinks, 1985).

The objective of this study was to use the Gompertz model
to determine multiple growth phases, and asymptotic growth of
the Houbara, and also determine the allometric growth of the
beak length, shank length, chest girth, and wing span relative to
body weight.

Materials and Methods
Flock and Experimental Design

Data were collected on a total of 178 birds that were
hatched from a captive breeding program at HRH Prince Sultan
Bin Abdul Aziz Al Saud International Foundation for Conserva-
tion and Development of Wildlife (IFCDW). The Houbara Bus-
tards hatched and were raised from eggs laid by a captive-bred
flock vaccinated against the avian poxvirus using an attenuated
live vaccine and against the Newcastle disease virus (NDV) using
an inactivated vaccine. The Houbara chicks were raised artifi-
cially and handfed every 2 hours for 14 days with a diet consist-
ing of wet poultry meat extruded pellets (~25% crude protein;
1.5% calcium, 1% phosphorus, 20,000IU vitamin A, 2,000IU vi-
tamin D3, and 200IU vitamin E), supplemented with meal worms
(Tenebrio molitor), crickets (Grillus bimaculatus), carrots, minced
meat and fresh alfafa. Feed crumbs were always available to
stimulate pecking at food. The chicks were raised indoors in
small boxes in groups of 3 or 4 at 25 °C. After 7 days, they are
moved into an outdoor facility with very small pebble gravels as
substrate and hereafter, transitioned into feeding independently
and stimulate locomotion. The chicks were monitored at feeding
times and abnormalities were reported to veterinarians who at-
tended to them immediately. Body weight, beak length, shank
length, chest girth (circumference at the largest portion of the
breast) and wing span were measured on day of hatch, days
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14, 30, 60, 90 and 120. Wing span was measured by placing
the bird on its feet and the wings held at the wrist joints, and the
distance was measured between the tips of the longest primary
feathers on each wing.

Absolute Growth Model

In order to estimate the expected body weight, beak length,
shank length, chest girth and wing span at a specific age, the
Laird form of the Gompertz equation (Laird et al., 1965) was
fitted to the data. The following Gompertz equation was used
to describe the data:
=)

W, =Wek

Where, W is the measurement, e.g. body weight of bird at age
t, W, is the initial (hatch) measurement, L is the instantaneous
growth rate (per day), K is the rate of exponential decay of
the initial specific growth rate, L, which measures the rate of
decline in the growth rate. The asymptotic measurement WA was
derived as:

L

W, =W,ek

Growth curve parameters were estimated using PROC NLIN
(Marquart algorithm) (SAS Inst. Inc., (2002).

Scaling Relationships

We tested the hypotheses on the scaling of beak length,
shank length, wing span, and chest girth on body weight using
the power function Y = ax® (Huxley, 1932) in its log transformed
form:

Ln(Y) = Ln(a) + b Ln(x)

In isometric relationships, the expected slope (b) is 1.0 as
both Y and x are of linear dimension. We analyzed all linear
relations using reduced major axis (RMA) regression because it
accounts for the error in the ‘independent’ variable (Sokal and
Rohlf, 1995). The RMA regression coefficients were computed
using RMA for JAVA v. 1.21 (Bohonak and van der Linde, 2008).

Results and Discussion

The means and standard deviations for body weight, shank
length, wing span and chest girth are presented in Table 1. Like
most longitudinal data, the standard deviations increased with
age. The means and standard errors (SE) of growth and body
dimensions predicted with the Gompertz model are presented
in Table 2. Except for beak length, the Gompertz model un-
derpredicted the hatching measurements. The hatching weight
predicted by the Gompertz model (34.5g) was lower than the
measured weight (40.3g). The underprediction of initial mea-
surement is a common feature of most growth models, and as
a result, Grossman and Bohren (1982) suggested constraining
the initial measurement. However, Pasternak and Shalev (1994)
recommended weighting the initial measurement by the inverse
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Table 1. Means (£SD) for body weight (BW), beak length (BL), shank length (SL), wing span (WS), and chest
girth (CG) at different ages in Houbara Bustard (N=178).

_Age (days) BW (g) BL (cm) (SL) cm WS (cm) CG (ecm)
0 40.33+ 4.85 1.46+0.21 1.95+0.23 10.82+0.72 10.11+£0.94
7 65.22+ 10.17  2.03+0.21 2.77+0.29 16.93+2.06 12.13+1.09
14 146.79+ 22.93 2.60+0.25 3.67+0.35 30.02+3.84 14.82+1.27
30 408.89+ 59.52 3.36+0.30 5.84+0.48 69.90+£9.69 21.56+2.26
60 852.35+128.29 3.94+0.38 8.32+0.55 106.07+6.70 30.36+2.89
90 1026.21+176.71 4.03+0.33 8.97+0.60 115.35£5.23 31.66+2.71
120 1194.06+213.51 4.17+0.41 8.85+0.54 116.09+6.24 32.46+3.24

Table 2. Estimated coefficients (SE) and confident intervals (Cl) for Gompertz growth, beak length, shank

length, wing span, and chest girth parameters in Houbara Bustard.

Parameter Coefficient

95% Cl

Body Weight

Hatching weight (W), g

34.5326+2.96

28.7329-40.3323

Initial growth rate (Lg), g/d 0.1374+0.01 0.1242- 0.1506
Rate of decay (Kg), g/d 0.0388+0.00 0.0366—- 0.0410
Asymptotic weight! (W,), g 1192.9300

Beak Length
Hatching length (Bg), cm 1.4569+0.02 1.4219— 1.4920
Initial growth rate (Ly), cm/d 0.0598=+0.00 0.0562—- 0.0634
Rate of decay (K,), cm/d 0.0588+0.00 0.0561 - 0.0616
Asymptotic length! (B,), cm 4.0248

Shank Length
Hatching length (Sp), cm 1.8621+0.02 1.8167—- 1.9076
Initial growth rate (L), cm/d 0.0666+0.00 0.0641 - 0.0692
Rate of decay (K,), cm/d 0.0418=+0.00 0.0406—- 0.0430
Asymptotic Length! (S,), cm 9.1546

Wing Span

Hatching weight (WSg), cm 7.3616+0.24 6.8925—- 7.8307
Initial growth rate (L), cm/d 0.1509+0.00 0.1441 - 0.1577
Rate of decay (K,,), cm/d 0.0545+0.00 0.0531 - 0.0558
Asymptotic length! (WS,), cm 117.5562

Chest Girth
Hatching girth (Gg), cm 9.5129+0.11 9.2951 - 9.7307
Initial growth rate (Lg), cm/d 0.0430+0.00 0.0407 — 0.0453
Rate of decay (Ky), cm/d 0.0341+0.00 0.0326—- 0.05772
Asymptotic diameter' (G,), g 33.5572

'Derived parameters.

Table 3. Parameter from reduced maximum axis (RMA) regression estimates (£SE) and confidence inter-

vals (Cl) of allometric growth of some morphometric characters, as a function of body weight in Houbara

Bustard.
Intercept 95% ClI Slope 95% CI R? Allometry
Beak length -0.66+0.02 -0.69--0.62 0.31£0.00 0.30-0.31 0.8763  Negative
Shank length  -0.94+0.02 -0.98--0.92 0.45+0.00 0.45-0.46 0.9644  Negative
Wing span -0.26+0.02 -0.31--0.22 0.73+0.01 0.72-0.74 0.9719  Negative
Chest girth 0.994+0.01 0.96- 1.01 0.35+0.00 0.35-0.36 0.9571  Negative

of the variance. The fits of the absolute growth measurements
are presented in Figures 1, 2 and 3. It is expected that the lower
the initial growth rate, the earlier the asymptotic measurement
is reached (Aggrey, 2002). From the estimates in Table 2, body
weight and wing span had the highest instantaneous rates com-
pared to beak and shank lengths, and chest girth. Beak length
reached its asymptote earlier than shank length (Figure 2). In

the wild, the Houbara Bustard mainly feeds on seeds, inverte-
brates and small vertebrates, and underdevelopes beak to limit
its ability to feed. Thus, the beak growing to maturity earlier
than other measurements signifies its importance in early feed-
ing ability and survival. The shank grew at a rate of 0.07 cm
per day until the age of maximum growth, and hereafter, grew
at 0.04 cm per day until maturity. Improper development of the
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Figure 1. Growth curve of the Houbara Bustard predicted by the Gom-
pertz model.
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Figure 2. Beak and shank length curves of the Houbara Bustard pre-
dicted by the Gompertz model.

skeletal system can be significant in the health of the Houbara.
According to Naldo et al., (1998), rotational and angular limb
development, rolled toes and fractures are common limb abnor-
malities that affect Bustards. Growth analysis of the metatarsus,
tibiotarsus and humerus in Houbara (Naldo et al., 2000) sug-
gests the growth pattern of the shank in this study was within
expectation of the general skeletal development of Houbaras.

The initial growth rate of the chest girth lags behind wing
span and overall growth. Wing span has the highest initial
growth rate compared to the overall growth. In the wild, the
Houbara makes high thrust initial flight from predators but these
flights are of shorter durations. Perhaps the initial growth rate
allows them to develop wing span necessary for such high thrust
flights, but underdeveloped keel could be responsible for their
short duration. Similar to most avian species (Barbato, 1991;
Aggrey, 2002), the correlation between the L and K growth pa-
rameters are high (r = 0.92-0.96).

The literature is scant on growth characteristics and modeling
in the Houbara Bustard, however, graphical representation of
growth by Naldo et al., (2000) suggests that the growth data
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Figure 3. Wing span and girth circumference curves of the Houbara
Bustard predicted by the Gompertz model.
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Figure 4. Allometric growth functions of beak length, shank length, wing
span and chest girth versus body weight.

from the current study was in concordance with expectation. Even
though the Houbara exhibit sexual dimorphism, the birds used in
this study were not sexed. Future studies should include gender
and data should be conducted for a longer duration to encom-
pass both summer and winter in order to understand how the
Houbara regulate its body weight through different seasons.
Allometry allows for the study of the proportional change
in the dimensions of one character relative to another. In es-
sence, it is the scaling relationship between characters. The log
transformed relationship of Huxley (1932) often reveals linear
allometry with a slope of b (Figure 4), and such allometries are
classified according to the value of b. Characters scale hypo-
metrically when b<1, isometrically, when b=1, and hypermetri-
cally when b>1. The scaling exponent of the allometric analysis
indicated that the beak, girth, shank, and wing span all exhib-
ited negative allometric growth in relation to body weight (Table
3, Figure 4). However, of all the parts measured, the wing grew
fastest compared to the beak in relation to body weight. The
disproportionate growth of different parts of the body relative
to body weight is an indication of the relative importance of the
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different parts to the survival of the Houbara. In early develop-
ment, the beak and shank are relatively important to foraging
and locomotion as the parents shelter the chicks against preda-
tors. However, the wing span has the highest allometric growth
compared to the other measurements indicating the evolutional
importance of developing wings for quick flights from predators.

Captive breeding of Houbara Bustard is arduous, and sur-
vival of the hatchling is crucial. Hand-feeding of chicks may in-
troduce variation in chick body weight especially when there
are multiple gamekeepers undertaking the feeding. Neverthe-
less, this study presents the first unique insight into the absolute
growth and allometric growth characteristics of the Houbara.
The average hatching weight was about 40 g, and by 4 months,
the average body weight was approximately 1200 g. The beak
reaches mature length faster than shank, chest girth and wings,
however, the wing span even though has a negative allometry to
body weight, still grows faster than the beak, shank and chest
girth illustrating the evolutionary importance of developing an
appropriate sized wings for quick but short flights from potential
predators.
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CHAPITRE 1V

Caractérisation de la variabilité génétique des outardes
Houbara marocaines (Chlamydotis undulata undulata)
inférée des analyses du pedigree
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INTRODUCTION

Au Maroc, depuis 1993 la sous-espece (Chlamydotis undulata undulata) fait 1’objet d’un
programme de préservation a Agadir a la Fondation du Prince Sultan Bin Abdul Aziz AL
SAUD (IFCDW) et a Errachidia au Desert Ecology Research Station (DERS). Grace aux
fichiers d’¢levage et aux outils de génétique moléculaire, une base de données généalogiques
a été établie pour répertorier toutes les souches des géniteurs et leurs progénitures en fonction
des années. Afin d’évaluer la pertinence de la stratégie de conservation déja élaborée,
I’analyse de la variabilité¢ génétique et de son évolution a partir de I’information des pedigrees
s’est avérée nécessaire. En effet, I’analyse des généalogies et des studbooks permet de tester
le danger potentiel de la perte de la variabilit¢ génétique, d’évaluer le flux génique et
d’investiguer la structure génétique de la population a conserver. Dans la présente étude

plusieurs procédures et parametres généalogiques ont été appliqués. Il s’agit en I’occurrence :

1) Des paramétres démographiques comme : (i) 'intervalle de génération G.I (James 1977),
(i1) le pourcentage d’ancétres connus par rang d’ascendance (ou pedigree completness)
(MacClauer et al. 1983) et (ii1) le nombre d’équivalents-générations ge (Maignel et al.
1996)

2) De la probabilité d’origine des geénes étudiant : (i) le nombre de fondateurs efficaces fe,
(i1) le nombre d’ancétres efficaces fa et (iii) le nombre de génomes fondateurs équivalents
Jge

3) Du coefficient de consanguinité F, (Meuwissen & Luo 1992), du coefficient de parenté
J; (Malécot 1948) et de la taille efficace de la population N, ¢évaluée via quatre

approches différentes :

a. Le taux d’accroissement de consanguinité par génération AF selon Meuwissen
& Luo (1992)

b. L’accroissement "réalis¢" du coefficient de consanguinit¢ par génération
AF selon Gutiérrez et al. (2009)

c. L’accroissement "réalisé" en paire du coefficient de parenté E]k selon
Cervantes et al. (2011)

d. La variance de la taille de la famille selon Hill (1979).



La terminologie généalogique utilisée est définie dans I’encadré en bas et I’ensemble de
la méthodologie appliquée ainsi que les résultats obtenus sont publiés dans I’article 4 paru

dans Zoo Biology Journal.

Encadré : Paramétres généalogiques

Coefficient de consanguinité (E ) (Wright 1951)

C’est la probabilité pour qu’en un locus choisi d’une fagon aléatoire chez un individu, les deux alléles parentaux
soient identiques par descendance. Le coefficient de consanguinité d’un individu = le coefficient de parenté entre
ses deux parents.

Coefficient de parenté ( f,-,-) entre deux individus (Malécot 1948)

C’est la probabilité pour qu’en un locus donné, les deux alléles tirés au hasard soient identiques par descendance.

Taille efficace de la population (ou effectif génétique) (IV,)

C’est le nombre d’individus d’une population qui se reproduisent et contribuent par leurs alléles a la génération
suivante. C’est aussi la taille d’une population idéale présentant le méme taux d’accroissement de consanguinité

par génération (AF') que celui observé dans la population étudiée (N, :ﬁ)' La taille efficace de la

population est influencée par I’augmentation de la consanguinité et par la dérive génétique.

Taux d’accroissement de consanguinité (AF ) (Meuwissen & Luo 1992)

F

—L—t1 avec, F, et
1-F

t-1

Ce taux est calculé pour chaque génération en appliquant I’équation suivante : AF =
E—1 les moyennes de consanguinité a la génération ¢ et #-/ respectivement.

Intervalle de génération (G.I) (James 1977)
C’est I’age moyen des parents quand leurs progénitures sont sélectionnées pour procréer.

Pourcentage d’ancétres connus par rang d’ascendance ou qualité de la généalogie (McCluer et al. 1983)
C’est le pourcentage d’ancétres connus par génération pour chaque descendant.

Nombre d’équivalents-générations (ge) (Maignel et al. 1996)

n
1
11 est calculé pour chaque individu en sommant tous les ancétres connus selon la formule : (— avec, n le rang
d’ascendance de I’ancétre.

Nombre de fondateurs efficaces (fe) (Lacy 1989)
C’est le nombre de fondateurs qui, s’ils contribuent tous de la méme fagon, conduiront a la méme variabilité
génétique que dans la population étudiée.

Nombre d’ancétres efficaces (fa) (Boichard et al. 1996)

C’est le nombre d’ancétres (considérés comme fondateurs ou non) qui, s’ils contribuent tous de la méme fagon,
conduiront & la méme variabilité génétique que dans la population étudiée. Ce parameétre prend en considération
les goulots d’étranglement (bottleneck) surtout quand fa < fe.

Nombre de génomes fondateurs équivalents (fge) (Lacy 1989)
C’est le nombre de génomes que 1’on peut reproduire a partir des génes encore existant dans la population. Ce
parametre met en évidence la dérive génétique au sein d’une population.

La perte de la diversité génétique par génération se calcule par les deux équations : 1—| — | et/ou 1 —| —

fe fge




Article 4

Genetic variability characterization of the Moroccan Houbara Bustard (Chlamydotis

undulata undulata) inferred from pedigree analysis

Résumé

Le pedigree de I’outarde Houbara marocaine a été¢ analys¢ dans le but d’évaluer la
variabilité génétique d’un troupeau ¢levé en captivit¢ en utilisant des procédures
généalogiques. Un groupe d’oiseaux ¢€levés de 1993 a 2004 (WP), contient un total de 531
individus avec 346 femelles et 185 males. La population référence (RP) comprenant des
individus en age de reproduction, contient 198 oiseaux répartis sur les cohortes de 2000 a
2004. La proportion des ancétres enregistrés et connus a été évaluée a 98.23% pour la
génération parentale, a 41.19% pour la génération des grands-parents et a 7% pour celle des
arriere-grands-parents. L’intervalle de génération chez 1’outarde Houbara marocaine a été
estimé a 4.64 années. La perte de la variabilité génétique a été caractérisée par les parametres

généalogiques : taille efficace de la population (N,), nombre de génomes fondateurs

équivalents (fge), nombre de fondateurs efficaces (fe) et nombre d’ancétres efficaces (fa), et
ce pour la population référence (RP) ainsi que pour chaque cohorte. Les résultats ont montré
I’absence de goulots d’étranglement au sein du troupeau, mais ont révélé une perte de la
diversité génétique juste apres la phase de I’établissement du programme de conservation. La
taille efficace annuelle se calculant moyennant I’accroissement "réalisé" du coefficient de
consanguinité (F) ¢tait égale a 207 individus pour la population référence (RP) et a 1000
pour la population entiere (WP). Dans une perspective d’élevage conservatoire, I’information
généalogique ¢lucidée par cette étude, se montre utile et souligne 1’effet positif de migration
pratiquée dans I’¢élevage et les stratégies de croisements qui pourra garantir une bonne gestion

de la variabilité génétique de cette population.

Mots-clefs : Conservation, taille efficace de population, généalogie, consanguinité, outarde

Houbara marocaine.
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A Moroccan Houbara Bustard pedigree was analyzed to evaluate the genetic vari-
ability in captive breeding population using genealogical approaches. The whole
Houbara breeding flock (WP) for the period 1993-2004 was made up of 531 birds
comprising 346 females and 185 males. The reference population (RP) comprised
198 individuals ready for reproduction from 2000 to 2004 cohorts. The corre-
sponding percentage of known ancestors was estimated as 98.23% for the parent
generation, 41.19% for the grandparent generation and 7.00% for the great grand-
parents generation. The average generation interval for Houbara was computed as
4.64 years. Genetic variability loss per generation was ascertained using the effec-
tive population size (N,), the founder genome equivalent (fge), the effective number
of ancestors and founders (fa) and (fe), respectively, for the RP and across each
cohort. The results showed no bottleneck events in the breed but some loss of ge-
netic variability just after the initiation of the conservation program. However, the
annual effective population size based on the realized increase in inbreeding (AF)
was estimated to be 207 for the RP and 1,000 for the WP. With regard to con-
servation breeding schemes, the genealogical evidence presented here is very useful
as it revealed the positive effect of migration on Houbara breeding. The mating
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strategies will assist in the future control and management of the genetic variability
of this population. Zoo Biol. 00:1-14, 2012. © 2012 Wiley Periodicals, Inc.

Keywords: conservation; effective population size; genealogy; inbreeding; Moroccan Houbara

INTRODUCTION

The Houbara Bustard (Chlamydotis undulata) is an avian species that belongs
to the Otididae family. It is divided into three subspecies. Chlamydotis undulata undu-
lata [Jacquin, 1784] is found in Northern Africa (north Mauritania, Morocco, Algeria
to Egypt). Chlamydotis undulata macqueenii [Gray, 1832] is found in Asia (from the
Middle East to Altai) and lives in Sinai, Arabia, Baluchistan, Jordan, north Caspian
Sea, north-west India, Afghanistan, Pakistan, Kazakhstan, Iran, Iraq, and Mongolia.
Chlamydotis undulata fuertaventurae [Rothschild et al., 1894] is the endemic subspecies
to Canary Islands. The International Union for Conservation of Nature [[UCN, 2011]
classifies the Houbara species as “vulnerable.” The Houbara is also prohibited from
international trade [CITES, 2012]. In Morocco, since 1993, the subspecies has been
bred under captivity in HRH Prince Sultan Bin Abdul Aziz Al Saud International
Foundation for Conservation and Development of Wildlife IFCDW) at Agadir city
(30 28N, 9 55W) and in the Desert Ecological Research Station at Errachidia city
(31 58N, 4 20W). A total of 107 clutches were collected from north-eastern Morocco
between 1993 and 1995 out of which 19 males and 58 females were artificially hatched
and used as “wild stock founders™ to establish the breeding and conservation program
at IFCDW. During the 1996 breeding season 15 wild birds, and in 1998 five additional
wild birds, were collected from Errachidia-Erfoud-Boudnib zone and randomly re-
cruited to be part of the foundation breeding population [IFCDW, ]. A total of 1,455
chicks were successfully hatched in captivity between 1995 and 2000, and 454 were
released into the wild. At the onset of the Houbara breeding programe, selection of
breeding pairs was not based on molecular profiling nor on paternity tests and the
breeding operation was planned only according to breeders’ behavioral charts and
cycles (artificial insemination [AI], display, semen collection, and egg laying). How-
ever, more attention was given to avoid the most critical mating combinations such as:
father/daughter, mother/son, and sister/brother. Fortunately, the majority of the nec-
essary records and database about those breeding charts were kept and electronically
stored in Houbara studbook and software.

The continual maintenance of genetic diversity is essential and crucial when con-
serving local threatened breeds. Furthermore, the level of genetic diversity is linked to
population adaptability and consequently to the breed’s capacity to cope and respond
to selection [Maki-Tanila et al., 2010]. Since 1997, Houbara Bustard genetic diversity
for both captive and wild birds has been studied and assessed using an array of molec-
ular markers [Dawson et al., 1999; Idaghdour et al., 2004] but no genealogical study
has ever been carried out from bustard populations.

The objective of this study was to analyze the genealogical information of the
Moroccan captive Houbara Bustards, to ascertain their generation intervals, genetic
diversity, inbreeding, and coancestry, and to compare four different approaches com-
puting the N, in order to advance genetic and breeding management initiatives and
strategies.

Zoo Biology
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MATERIALS AND METHODS
Sampling and Paternity Tests

A total of 531 Houbara constitutes the whole population (WP) containing all
founders, ancestors, and their offspring. A sample of 110 birds (base population)
was made up of wild founders and individuals with unknown parents, and another
of 198 individuals from the 2000 to 2004 breeding seasons constitutes the reference
population (RP) defined as the population of interest that include living reproductive
breeders approaching the last generation. The remaining 223 individuals constitute
the population of dead animals from the 1993 to 1999 cohorts. The establishment of
the Houbara pedigree and the assessment of paternities were made possible by the
utilization of both breeding and molecular information. A set of 22 microsatellites
[Chbel et al., 2002] was used to determine paternity of the progeny generated from
artificial insemination. Females are usually inseminated by semen mixed from several
males in order to enhance the fertilization process and increase the egg production and
female reproductive performance.

Genealogical Parameters

Pedigree information was analyzed by computing demographic parameters for
WP, the RP as well as for each cohort using Endog 4.8 [Gutiérrez and Goyache, 2005]
genetic software. POPREP program [Groeneveld et al., 2009] was used to illustrate the
trends of the mean inbreeding across years.

Demographic parameters

To reveal the consequences of the applied random mating system and obtain
critical information on the variation of the flock and its evolution over time, three
demographic analyses were performed. First, the pedigree depth was assessed by com-
puting the proportion of ancestors known per generation for each offspring [MacCluer
et al., 1983]. Second, the equivalent complete generation parameter, called also the
mean equivalent generation (ge) was calculated as defined by [Maignel et al., 1996]
as the sum of all known ancestors (3)" where, n is the number of the " generation
separating the individual to each known ancestor, i.e, parents = 1, grandparents = 2,
great-grandparents = 3. .. etc. Third, the evaluation of Houbara generation interval,
defined as the mean age of parents when their progeny is selected to be parent, was
characterized along four pathways: Mother-Daughter, Mother-Son, Father-Daughter,
and Father-Son [James, 1977].

The probability of gene origin

The probability of transmission of a neutral gene from a parent to its offspring is
1/, from a grandparent to its progeny is Y,» from a great-grandparent to its descendant
is %, and so on. The pedigree of an individual could be traced back to calculate
the probability of the contribution of its eventual founders and/or ancestors to its
genome. By definition, ancestors refer to the first two reproductive and unrelated
parents at generation 0 whereas founders refer to ancestors with unknown parents.
Thus the ancestors could be founders or not. The probability of gene origin allows
the study of population genetic structure and the assessment of the contribution of
ancestors and founders to the global genetic make up.

Zoo Biology
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Houbara genetic diversity was characterized by computing the total effective
number of founders, fe [Lacy, 1989] and the total effective number of ancestors, fa
[Boichard et al., 1997]. The parameter fe is the number of founders that, if contributing
in a balanced way, would be expected to produce the same genetic diversity as in the

current population. This parameter is computed following the expression fe = > . "
j=14j
ith

where, ¢ is the probability of genes contributed by the ;' founder and f'is the initial
geneticstock of founders. The sum of the probabilities of gene origin ¢ ;over all founders
isequal to 1. Itis important to mention that the initial number of founder genes fis often
not completely transmitted to the current population because considerable portions
are lost by genetic drift. When all founders equally contribute to the population, f'is
equal to fe.

Parameter fa refers to the minimum number of ancestors, not necessarily
founders, whose contribution to the reference subpopulation is higher than that of
their ascendants, thus making allowances for bottlenecks in the pedigree. fa is calcu-

lated using the formula fa = 5 1 = where, p;is the probability of genes contributed
i=1 i

by the i’ ancestor and fis the total initial genetic stock of the founders. Sometimes,
the application of intensive Al programs within populations could lead to sudden
reduction in N, in this case, the effective number of ancestors becomes lower than the
effective number of founders (fa < fe). Furthermore, in order to determine the most
significant ancestors with the major genetic marginal contributions within a popula-
tion or cohort (i.e, all selected individuals in a particular year or breeding season),
we applied Boichard’s et al. [1997] algorithm. For each ancestor i, the computation
of the marginal contribution p,, defined as the contribution not yet explained by the
other already selected ancestors, was performed in an iterative way by subtracting the
contribution of the already considered ancestor a; from the probabilities of gene origin
g, following the equation: p; = ¢;(1 — a,). The probabilities of gene origin were then
divided by the total number of individuals with the gene of interest so that the ancestor
contributions sum to 1. Finally, by ordering the ancestors based on their genetic con-
tributions from the biggest to the smallest, the computation of the most contributing
ancestors explaining a desired percentage of genetic diversity in a particular cohort
was possible (e.g., 50%).

The concentration of gene origin was also assessed by calculating the number of
founder genome equivalents (fge) [Lacy, 1989], defined as the number of founders that
still exist in the actual population and would be expected to produce the same genetic
diversity as in the population under study if the founders were equally represented
and no loss of alleles occurred. The parameter fge was computed as: fge = % Zié . 2
where f, is the gene frequency of the n' founder and fis the initial genetic stock of the
founders. The fge takes into account all causes of genetic drift.

To calculate the loss of genetic diversity per generation in a particular RP, i.e, the
expected heterozygosity originated by limited numbers of founders and its balanced
contribution, we used the 1 — (ﬁ) equation. A similar formula was applied on the

founder genome equivalent parameter 1 — (ﬁ) as it is directly related to the present
coancestry. '
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Inbreeding, coancestry, and Ne

By definition, the inbreeding coefficient (F) is the probability that an individual
carries two alleles identical by descent (IBD) [Wright, 1931]. F was computed follow-
ing Meuwissen and Luo [1992] and the mean F for each cohort from 1998 to 2004
was obtained by averaging F of the total individuals n. The coancestry coefficient
between two individuals is the probability that two alleles at a locus taken at random
are IBD [Malécot, 1948]. The mean coancestry and inbreeding coefficient of the en-
tire metapopulation and the mean coancestry of subpopulations were used to obtain
Wright’s [1978] F-statistics (F}).

An important parameter that describes population genetic diversity as well as
viability and conservation strategies is the effective population size (&,). This popula-
tion estimator defined by Wright [1931], as the number of breeding individuals of an
idealized population that would lead to the same calculated inbreeding coefficient, loss
of heterozygosity or variance in allele frequency under random genetic drift, is found
to be sensitive to inbreeding effect and to selection [Crow and Kimura, 1970; Tallmon
et al., 2004]. The (N,) parameter was computed by comparing three different genetic
methodologies and one demographic approach. First, via the increase in inbreeding
per generation AF (N,,) [Meuwissen and Luo, 1992]. N, was obtained by computing
the regression coefficient (b) of the individual inbreeding coefficient over the equiv-
alent complete generations, and considering the corresponding regression coefficient
as the increase in inbreeding between two generations and consequently, N, = ﬁ.
Second, based on individual increase in inbreeding coefficient (N, r)) of Gutiérrez
et al. [2009] computed as: AF = /1 — F, where, F; is the individual F coefficient and
¢ the equivalent complete generation. Effective population size (N,), named “realized
effective size” by Cervantes et al. [2008], was computed from AF as N, = ﬁ by av-
eraging the AFs of the » individuals in a given reference subpopulation. In this study,
only individuals with at least two equivalent generations known were used. Third,

using the paired increase in coancestry (N,,.,) proposed by Cervantes et al. [2011]
<ﬁv1 — ¢, where, g; and g, are the equivalent discrete generations

as Acy =1-
of the parents j and k and ¢, is the inbreeding F of the j and k’s progeny. For ideal-
ized populations under random mating, a realized effective population size based on
coancestry is computed as N, = ﬁ by averaging the increase in coancestry for all
pairs of individuals in a reference subpopulation. In this study, only individuals with at
least one equivalent generation known were used. Finally, N, estimator was inferred,
using a demographic approach, from the variance family size as proposed by Hill’s
[1979] equation as:

1 1 M M\®
= o 2o ()

1 F\? 5 F i
+16FL 2+(M> 0fm+2<ﬂ) cov(fm, ff) + oy, (1)

where, M and F are the number of male and female individuals born or sampled for

breeding each time period, L the average generation interval o2, and o2, ; are the

variances of the male and female offspring of a male, c?m and 0% ; are the variances
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Fig. 1. The completeness level of the Houbara bustard breed assessed by the mean percentage

of known ancestors per ascending generations. (G. M and G. F = grandparents, G .G. M and
G. G. F = great grandparents).

TABLE 1. Generation interval (in years) calculations for the four paths in the whole and reference
population

WP RP
Parents-offspring N Years SE N Years SE
Mother-Daughter 57 3.95 0.17 13 4.49 0.57
Mother-Son 26 3.83 0.26 10 4.34 0.42
Father-Daughter 55 4.05 0.20 13 5.26 0.59
Father-Son 24 3.96 0.31 9 4.30 0.62
Total 162 3.97 0.11 45 4.64 0.25

of the male and female offspring of a female, and cov(mm, mf) and cov(fm, ff) the
respective covariances.

RESULTS
Demographic Parameters

In Figure 1, the details of the pedigree quality in Houbara RP are shown. The
percentage of completeness was computed as 98.23% for the parental generation,
41.19% for the grandparent generation and 7.00% for the third-generation of the
great-grandparents. Table 1 gives generation lengths for the four selection paths (par-
ents/offspring) in the WP and RP. The mean generation interval for the RP was equal
to 4.64 years and slightly higher than for the WP estimated to 3.97 years. Furthermore,
for both populations, generation interval for the selection path between the father and
its daughter is the longest (4.05 years in WP and 5.25 years in RP). Across the last 9
years, the mean equivalent generation has known a nonregular increase in its numbers
and varied from 0.80 in 1995 to 2.05 in 2004. This could be justified by the irregular
inclusions of wild animals, mainly during the 1996 and 1998 breeding seasons. The
low values in 2002 are due to the low number of individuals so, to the slightest level of
pedigree information (Table 2).

The Probability of Gene Origin

Table 2 describes the evolution of gene concentration in the WP and RP in
addition to within each cohort. The WP and RP have roughly the same effective
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TABLE 2. Estimates of demographic and gene origin parameters for the whole population, reference population and each cohort

WP RP 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2004
Number of individuals 531 198 40 17 20 52 78 58 68 86 67 9 36
Number of founders 113 99 — — 15 53 47 55 56 68 60 25 45
Number of ancestors 113 99 — — 15 50 46 53 54 68 58 7 41
Effective number of founders 32 34 — — 11 42 24 36 28 34 29 18 20
(fe)
Effective number of ancestors 32 34 — — 11 41 24 35 28 34 28 9 20
(fa)
No. Ancestors explaining 50% 12 13 40 17 4 20 9 14 11 13 10 5 8
Founder genome equivalent — 28 — — 9 36 21 26 23 26 21 9 13
(fge)
Mean equivalent generation 1.00 1.50 — — 0.80 0.40 0.90 1.05 1.10 1.26 1.48 1.16 2.05
(ge)
Generation interval (GI) 3.97 4.64 — — 1.92 2.93 3.72 348 4.90 4.43 5.00 3.82 3.90
F —-0.0110 —0.0114

is
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TABLE 3. Top 12 ancestors contributing to genetic variability of the Houbara breed

Ancestors Sex Year of birth Genetic variance (%) Progeny
930019 d 1993 8.72 55
930035 J 1993 6.60 38
930041 d 1993 6.42 29
930037 J 1993 5.81 40
930021 d 1993 4.70 25
930096 Q 1993 3.89 18
930001 Q 1993 3.35 14
940030 J 1994 2.89 16
960100 d 1996 2.48 17
940010 J 1994 2.33 18
930079 Q 1993 1.85 14
940023 J 1994 1.73 13

number of founders and ancestors (32/32 and 34/34), respectively indicating that no
bottlenecks were detected as a combination of an almost nonrandom mating policy
and a short pedigree depth. To explain 50% of the genetic variability, a total of 12
and 13 ancestors were enough, respectively in the WP and RP. For the patterns of
genetic diversity in the current population, a total of 28 founder genome equivalents
were found in the RP. The contribution of the main ancestors to the RP is reported in
Table 3. The 12 wild birds explained more than half of the genetic variability within the
breed. In terms of number of progeny, the most represented ancestors are the first four
sires born in 1993 with 162 chicks and more than quarter of genetic variance. Also,
more than 86% of the total founders have contributed to the RP.

The lost genetic diversity using the effective number of founders was calculated
to 97.05% per generation and using the founder genome equivalent to 96.42% per
generation.

Inbreeding, coancestry, and N,

The evolution of the average inbreeding (F) in relation with the number of inbred
animals across years is shown in Figure 2. The number of inbred individuals in 1998,
2000, 2001, and 2004 was 1, 3, 1, and 7, respectively. The total was 11 in RP. The average
inbreeding coefficient curve fluctuated according to the number of inbred individuals
in each cohort and ranged from 0.22% in 1998 to 1.61% in 2004. The realized increase
in inbreeding (AF) was concluded from Table 4 and was the same for 1998 and 2000
cohorts (6.525%), estimated to 0.547% for the 2004 season and to 1.125% for the RP.
In the same way, paired increase in coancestry (Ac) was calculated to be 1.113, 1.049,
1.149, 1.204, and 1.297% for 1998, 2000, 2001, 2004 cohorts, and RP, respectively.
For inbreeding and coancestry calculations, only cohorts with inbred animal were
included. Also, at least two equivalent generations were used in the computation of the
‘AFparameter otherwise there was no chance of having common ancestors of parents.
In turn, if there was no inbred individual in the chosen cohort, the N, parameter
becomes infinity. For the calculation of Ac, ENDOG uses animals with at least 1
equivalent generation known as they can have common ancestors.

Table 4 represents the effective population size estimates in four cohorts with
the number of inbred individuals in RP and compares results following Gutiérrez’s
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Fig. 2. Evolution of the mean inbreeding F and the number of inbred individuals per cohort.

TABLE 4. Estimated effective population size by cohorts and for the reference population

Cohorts n N, ar) n Noao N,
1998 2 8 53 44.92 00
2000 6 8 86 47.65 —1.06
2001 15 — 66 43.49 00
2004 22 91.38 36 41.52 13.78
RP 44 44.41 194 38.54 51.79

Estimates are based on individual increase in inbreeding (N, ), pairwise coancestry (N, ,,,),
and regression on equivalent generations (N, ).
n refers to the total number of individuals included in calculations.

et al. [2008 and 2009] and Cervantes’ et al. [2011] approaches. The estimation of N,
computed via regression on equivalent generations was calculated to 51.79 and to
44.41 based on realized AF parameter. Within cohorts, the N, via individual increase
in coancestry seemed to be the estimate the most stable and reliable and ranged from
41.52 in 2004 to 47.65 in 2000. The same parameter gives a value 38.54 in the RP. The
assessment of N, from the variance of the family size was presented in Figure 3. This
methodology includes strictly individuals being grandparents, so issued from 1993 to
1999 cohorts only. The estimated N, ranged from 28 to 67 and was pretty stable along
the whole period. Though, the small N, value of 28 in 1995 was most likely due to
the low number of the breeding animals in this year with only eight females and three
males for a N, of 20 individuals (results not shown).

Zoo Biology
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Fig.3. Theeffective population size estimate per year of birth based on the variance of Houbara
offspring.

DISCUSSION

Moroccan Houbara population was formed from wild birds and eggs collected
under license from Errachidia-Boudnib-Erfoud plateau in northeast Morocco. The
Houbara bird has a very recent history and a genealogy that could be traced back
to 1993. The low mean equivalent generations reflects further the shallowness of
Houbara pedigree. The average generation interval of the Houbara population was
estimated to 4.64 years and efforts provided in minimizing the inbreeding depression
and kinship within the breed explained the increase in generation length parameter over
years.

The IFCDW policy has respected the commonly minimum number of 20-30
contributing founders recommended at the foundation of any captive breeding program
for the endangered species. Except for the 2002 cohort, the effective number of ancestors
fa and founders fe were equals in general, and indicated the absence of bottlenecks
in the Houbara breed. The founder genome equivalent fge parameter is fluctuating
across generations and this instability is due to the genetic drift phenomenon within
Houbara breeding flock. The founding operation was somehow, beneficial for the set
up of the Houbara captive flock’s genetic characteristics.

In the context of conservation, genetic diversity is inferred from the measure
of gene diversity [Wright, 1951] called also Nei’s expected heterozygosity [Nei, 1973]
and/or from allelic richness [Foulley and Olliver, 2006; Leberg 2002; Petit et al.,
1998]. As populations become endangered or size reduced, levels of genetic varia-
tion are most probably to be lost and result in a reduction of general fitness as well
as in the apparition of inbreeding depression. Moreover, when dealing with finite
and threatened species and after the establishment of any conservation system, the
diminution of genetic diversity is not often unavoidable [Alvarez et al., 2008; Alvarez
et al., 2010; Royo et al., 2007]. In fact, the genetic diversity decrease could be
influenced by a multitude of factors such as: the short generation length, the
homogenization effect due to the small N, or the initial adaptation difficulties
to captivity. The captive Houbara was, unfortunately, not an exception to this
rule.
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To characterize inbreeding depression, the coancestry rate in addition to the
inbreeding rate, might constitute the alternative choice [Gonzalez-Recio et al., 2007].
However, the former two parameters, when working with genealogies, are pedigree
(knowledge and deepness) dependant. With regard to heterozygosity also, minimizing
coancestry is strongly recommended to maximize the retention of genetic variation of
threatened species in captivity [Frankham, 2002]. Alvarez et al. [2008], while working
on the loss of genetic variability of the rare Xalda sheep breed, confirmed that for
species with shallow pedigrees, coancestry is a more suitable parameter to monitor
losses of genetic polymorphism than expected homozygosity and inbreeding especially
during the first generations just after the foundation phase of the in situ preservation
program. This could be of a great utility for the Houbara species as it would help in a
better prediction of the future genetic variability loss within the captive breed.

The average increase in inbreeding was estimated to be 0.235% per generation
for the WP and 1.125% for the RP. Even if the latter value is in the top range of the
acceptable level of 0.5-1% recommended by the FAO [1998] guidelines for the live-
stock populations [Bijma, 2000; Nicholas, 1989], the inbreeding tendency is, however,
believed to be low and reflects the management strategy efficiency based on migration.
The F;¢ parameter deviated from Hardy Weinberg equilibrium and was negative for
the (WP = —0.01018) and for the (RP = —0.01432). This small departure from the
equilibrium could be interpreted by an outbreeding effect on the resulting offspring.
Therefore, it is obvious that in our breeding scheme, the Al procedure have enhanced
genetic flux within the Houbara population, thereby limiting inbreeding depression in
the population.

The effective population size reveals losses in fitness as well as in genetic variability
and is considered as one of the most fundamental parameters that strongly influence the
nature and the rate of genetic information transmission across generations, population
viability, conservation strategies and wildlife management [Luikart et al., 2010; Waples,
2002]. Different approaches have been employed to calculate the effective population
size estimator [Beaumont, 2003; Crow and Kimura, 1970; Hayes et al., 2003; MacLeod
etal., 2009; Peel et al., 2004; Tallmon et al., 2008; Wang, 2009; Wright, 1931]. However,
the N, parameter remains difficult to assess and there is no particular good or magical
approach for its calculation [Cervantes et al., 2008; Groeneveld et al., 2009; Luikart
et al., 2010].

Our computations of N, based on regression of inbreeding on equivalent gener-
ations (N, ) generated a negative value in the 2000 season, indicating that inbreeding
in the involved period is not constant and is decreasing. This could happen when the
mating policy aims to lower the coancestry after a period in which the crossings be-
tween close relative individuals was favored [Cervantes et al., 2008; Gutiérrez et al.,
2008].

The plot of N, based on family size variance follows the same classical curve as
for the captive breeding process with its three major stages: foundation, growth, and
maintenance. For Houbara Bustard, the foundation phase corresponded to the 1993—
1995 period, the growth stage coincided with 1996 and the maintenance stage started
at the end of the 1997 breeding season. In managed small populations, inbreeding
and loss of reproductive performance and fitness are inevitable during the foundation
stage. Also, as N, measures genetic diversity within populations, the decrease of N,
based on family size variance after the beginning of the conservation program is
most in accord with the decrease in genetic diversity during the same period. Our
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methodologies showed that in the case of nonstructured populations like the Houbara,
the N, estimation from the variance of progeny as well as from the realized coancestry
worked well and provided roughly the same N, value of 45 individuals.

Small populations are more prone to genetic diversity loss. The breeding and
conservation policies consist habitually, in maintaining high the genetic diversity of
the stock and minimizing or avoiding inbreeding depression of their future genera-
tions. Sometimes, the genealogical information is not sufficient to ascertain genetic
variability within small and finite populations with shallow pedigrees. Moreover, the
logistic, technical, and financial difficulties and demands encountered when registering
pedigrees, suggest the exploration and implementation of tools based on breeding tech-
niques (e.g, cryopreservation) and molecular information both to describe and manage
them. In other words, when special breeding strategies are a condition for the financial
support of endangered breeds, a critical judgment of the mating system becomes more
important [Baumung and Solkner, 2003]. Indeed, rendering threatened local breeds
profitable is, the most likely, the best conservation practice for their survival as it could
act independently from the continuous financial assistance and support [Meuwissen,
2009].

CONCLUSION

To our knowledge, there have been no genetic studies on pedigree analysis of
the Houbara avian species and this is the first time genetic parameters needed for
conservation are computed in bustards. The application of genealogical parameters to
characterize the Moroccan captive Houbara breed during 11 years was of great con-
servation relevance. Actually, despite the strong gene flow signal within the Houbara
captive flock, the genetic evidence presented herein, revealed some deficiencies in the
breeding strategies during the 2004 breeding season mainly. The increased values in
inbreed individuals, coancestry, and inbreeding could indeed reflect the low expertise
in the breeding operation. This also could be interpreted as a direct consequence of
the arbitrary overuse of the artificial insemination technique as well as an absence of
a particular vision toward the breed conservation. Since loss of genetic diversity is
influenced by the average increase in inbreeding in outbred populations, and in order
to achieve a balanced and sustained exploitation of the animal breeders and their gene
origins, we do stress on the necessity of regular assessments of the annual and gen-
erational inbreeding levels and the set up of a pertinent selection program in parallel
besides the routine control of genetic variability, breed characteristics and its specific
tendencies under captivity conditions.
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CHAPITRE V

Controle et gestion de la diversité génétique dans le
programme de conservation ex-situ d’un cheptel
d’outardes Houbara marocaines (Chlamydotis undulata

undulata) élevé en captivité
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It is absolutely imperative that we protect, preserve and
_pass on this genetic heritage for man and every other [iving
thing in as good a condition as we received it

David Ross Brower (1912-2000)

O O3
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INTRODUCTION

Dans les programmes de gestion des especes en péril élevées en captivité, le maintien
et la préservation de la diversité génétique est capital. La perte et la détérioration de la
diversité génétique ainsi que I’augmentation de consanguinité peuvent conduire a 1’apparition
de la dépression de consanguinité, aux goulots d’étranglement, a la non-adaptation aux
changements environnementaux et par conséquent, a I’extinction des espéces et des
populations (Frankham et al. 2002). Parallelement a 1’essor technologique dans le domaine de
la biologie moléculaire et de bioinformatique, une grande variét¢ de recommandations et
d’approches génétiques et statistiques ont été proposées pour I’étude de la diversité génétique
dans le contexte de conservation (Hall & Bradley 1995, Thaon d’Arnoldi et al. 1998, Notter
1999, Pritchard et al. 2000, Caballero & Toro 2000 et Simianer 2005). Ces techniques se
basent généralement sur la mesure de la diversité génique appelée aussi hétérozygotie espérée
de Nei (1973) et/ou sur la richesse allélique (Petit et al. 1998, Leberg 2002 et Foulley &
Ollivier 2006). En 1992, Weitzman a utilis¢ des méthodes phylogénétiques a base de
distances génétiques dans I’analyse de la diversité génétique globale afin de déterminer les
priorités de conservation. Cependant, cette démarche a été critiquée du fait qu’elle ne prend
pas en considération la diversité intra-populationnelle dans son estimation (Caballero & Toro
2002).

Plus récemment, pour I’é¢tude de la diversité génétique extraite soit a partir des
généalogies (pedigrees), soit a partir des marqueurs moléculaires neutres tels que les
microsatellites, la stratégie la plus plausible et la plus acceptée est celle visant a minimiser
I’apparentement global (Kinship) dans une métapopulation en optimisant et maximisant la
contribution des parents aux générations suivantes (Ballou & Lacy 1995, Montgomery et al.
1997 et Caballero & Toro 2000). Effectivement, dans le cas des populations subdivisées ou
peu structurées, il était montré que cette pratique joue en faveur de la diversité génétique en
augmentant I’hétérozygotie espérée et la taille efficace d’une population (Fernandez & Toro
1999 et Caballero & Toro 2000).

Outre cela, parmi les causes de diminution de la diversité génétique, la réduction de la
taille efficace d’une population (N, ). Cette réduction se caractérisant par une réduction du
nombre d’alléles, peut agir a long terme sur la pérennité et la survie des especes. Dans le

jargon de génétique des populations et de la biologie de la conservation, le terme goulot

d’étranglement ou bottleneck fait référence aux différents processus par lesquels, la variation
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génétique se perd suite aux diminutions séveres de la taille des populations. Cornuet &
Luikart (1996) et Luikart & Cornuet (1998) ont proposé différents tests et modeles de
mutation (IAM, SMM et TPM) pour détecter ce genre d’anomalies et pour décrire la
distribution des fréquences alléliques dans une population.

Il est aussi recommand¢, dans 1’établissement des programmes de conservation pour
les especes ¢élevées en captivité au sein desquelles différentes populations, races, variétés ou
sous-populations existent, de savoir quelles sont les unités de conservation qui contribueront
le plus a la population finale a préserver et sous quelles proportions. Dans ce chapitre, nous
irons dans cette direction et nous étudierons et comparerons les différentes approches qui
permettent de mieux quantifier le gain et la perte de la diversité génétique d’un troupeau
d’outardes Houbara marocaines de généalogie récente, constitué de populations fondatrices
sauvages en plus d’une populations née et élevée en captivité, dans le but de tracer des

priorités de conservation et de gestion de 1’espece marocaine.

METHODOLOGIE

1. Echantillonnage

Un total de 799 oiseaux appartenant a 5 populations différentes fait 1’objet de cette
¢tude populationnelle. Les individus sont répartis comme suit:

Tableau 1 : Nombres, origines et dates des collectes des cinq populations d’outardes Houbara
étudiées (n = 799).

Population Nombre Origine/localité Date de l1a collecte
Population 1 25 Sauvage d’Erfoud 1993-1994
Population 2 21 Sauvage de Boudnib 1993-1994
Population 3 89 Sauvage d’Errachidia 1993-1994
Population 4 562 Captive issue des populations 1, 2 et 3 10 cohortes de: 1995 a 2004
Population 5 (CO6) 102 Sauvage de I’Est du Maroc (vers I’ Algérie) 2006

La généalogie des individus nés en captivité¢ (population 4) est disponible grace au

service de paternité fourni par le Département de Génétique de ’'IFCDW.
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2. Purification de ’ADN et amplification par PCR

De ’ADN génomique a été extrait a partir des échantillons du sang stockés dans une
solution tampon d’ACD contenant 0.48% d’acide citrique, 1.32% de citrate de sodium et
1.47% de dextrose et amplifi¢ suivant le méme protocole cité dans le chapitre 1. Les individus
ont été génotypés par PCR en utilisant 4 paires d’amorces polymorphes : A210, D117, D110
et A205 dont la premiere étape de clonage moléculaire, 1’isolation et la conception ont été
faites par le Genetic Identification Service Inc, USA comme décrit dans (Chbel et al. 2002).

La révélation des produits PCR a été effectuée par le séquenceur automatique Li-COR.

3. Analyses statistiques

a) Mesure de la diversité génétique en termes de diversité génique ou d’hétérozygotie

espérée

L’hétérozygotie totale (H, ) et les fréquences alléliques ont été calculées en utilisant les

programmes Arlequin v.3.5.1.2 (Excoffier & Lischer 2010) et GenAlex v.6.3 (Peakall &

Smouse 2006). H. est décomposée en diversité génique inter-populationnelle D¢, et en

diversit¢ génique intra-populationnelle Hy (H; = Dg. + Hg). Elle est aussi égale a

. : 2 <
I’hétérozygotie espérée totale définit comme: H, = 5 ( " 1) (l-z pizj avec, p; la moyenne
n— i=1

des fréquences alléliques du niéme allele dans toutes les populations ou sous-populations

étudiées. Le nombre efficace d’alléles (N, = ! ) (Crow & Kimura 1970) et I’indice de

n

2.

i=1

diversité ou d’information de Shannon (1948) (I = - z p, Ln(p,) ont été estimés aussi par

i=1
GenAlex. Le logiciel Micro-Checker 2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004) a été utilisé pour
I’identification des erreurs de génotypage. La déviation de 1’équilibre de Hardy-Weinberg
pour chaque population a été investiguée par le test exact de Fisher en utilisant le logiciel

GENEPOP (Raymond & Rousset 1995) et en considérant 50000 itérations et 20 "batches".
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L’analyse moléculaire de variance (AMOVA) effectuée par Arlequin a permis la
quantification de la structuration hiérarchique de la variance génétique aux niveaux intra et

inter-populationnels. Le méme programme a estimé la différenciation génétique Fj, et sa

valeur de probabilité (P-value) entre les différentes paires de populations.

b) Détection des goulots d’étranglement

Le programme BOTTLENECK v.1.2.02 (Cornuet & Luikart 1996 et Piry et al. 1999) a
permis de tester la prédiction théorique suggérant la relation entre I’apparition des goulots
d’étranglement et la réduction rapide de la diversité allélique par rapport a la diversité
génique. Ce genre d’événements est mis en évidence par 1’étude de 1’écart a 1’équilibre
(dérive génétique-mutation). Chez les populations en équilibre, les alléles au niveau des loci
sélectivement neutres et leurs hétérozygoties, fluctuent au tour de I’équilibre car ils peuvent
étre perdus par dérive génétique ou étre crées par phénomene de mutation génétique. En
dehors des conditions idéales, la réduction de la taille efficace entraine une réduction du
nombre d’alleles et de leurs diversités génétiques. Cependant, la diversité allélique se perd
plus rapidement que la diversité génique a cause des alleles rares. Ceci conduit a une diversité
génique observée de Nei (1987) (appelée aussi I’hétérozygotie de Hardy-Weinberg) plus
grande que la diversité génique espérée sous I’hypothése de 1’équilibre (dérive-mutation)

(H,>H,)). Les populations dont les loci exhibent cet exces en hétérozygotie ont été révélées

par les modeles mutationnels IAM (Infinite Allele Model), TPM (Two-Phase Model) et SMM
(Stepwise Mutation Model). Le test de Wilcoxon, recommandé pour tout nombre de loci
supérieur ou égale a 4 et pour n’importe quelle taille de population, a été considéré pour tester
la signification de I’excés en hétérozygotie quand la P-value est inférieure a 0.05. Le modele
TPM a été simulé pour 10000 itérations avec une variance de 30% et une proportion de 70%
en SMM. La présence ou ’absence de bottlenecks a été¢ aussi explorée par des courbes de
distributions alléliques (Luikart et al. 1998) ou une population en équilibre (mutation-dérive)
refléte une courbe en mode L (L-shaped), par opposition au mode "Shift" dans le cas des

bottlenecks.
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¢) Mesure de la diversité génétique en termes d’apparentement moléculaire moyen f,

Selon les théories proposées par Caballero & Toro en 2000 et en 2002, la diversité

génétique totale (DG, ) correspond au complément du coefficient d’apparentement

moléculaire global d’une métapopulation (DG, =1—7). Le coefficient de parenté (appelé
aussi coefficient d’apparentement dans le cas de la sélection de parentele) ( f;), est defini
comme étant la probabilité que deux alleles tirés au hasard au sein d’une population soient
identiques. Les théories de Caballero & Toro (2000) et (2002) sont applicables aussi bien sur
les données généalogiques, que sur celles générées par les marqueurs moléculaires neutres. La

seule exigence entre les deux approches c’est que le coefficient ( f;) entre toutes les paires

d’individus, doit étre calculé en considérant "I’identité par descendance" dans le cas des
pedigrees (Malécot 1948) et en considérant "I’identité en état" dans le cas des marqueurs
neutres. D’une maniére générale, si I’on considére une métapopulation composée de n

populations de N, individus, le coefficient moyen de consanguinité de la population i est:
(FE = 2s, — 1) avec, s, "auto-apparentement moyen de N, individus issus d’une population
i. Dans une matrice de f;, le s, est la somme des valeurs de la diagonale. La distance

moyenne entre les individus de la population i et j est définie comme: D, = 5

_f!/"

La distance minimale de Nei (1987) est calculée en appliquant [’équation :

Dy =D, - ( 5 ”) = ( 5 ”) —f, avec, (f,) le coefficient moyen

d’apparentement d’une population i.

Ainsi, au niveau intra-populationnel, la moyenne:

~ Z f;'i Ni
- Du coefficient moyen d’apparentement s’énonce comme : [ = —"ZIN
T

~ i SiNi

- De l’auto-apparentement comme: s =-=!
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n

~ YEN,
- Du coefficient de consanguinité comme: F = [=1N
T

- De la distance entre individus comme: D =5 — f ==—— avec, N, :Z N la

T i=1

taille globale de la métapopulation.

L’apparentement moyen et la distance génétique de la métapopulation entiére sont

— T = Zf”N" — Z_lﬁjNiN/ " N. z}%_l D,N, _ Z_ID,._/N,.Nj
f:f—D: i=1 —D:l"/_ 5 :Z_’ f;i_ J= : - et Dzl,j_ -
N, N’ N, N, N

respectivement. La diversité génique totale (DG, =1 —7) est ainsi composée de la diversité

inter-populations (DG,,,,, = j; — 1) et de la diversité intra-populations (DG,,.p =1-1).

nterP

Cette derniére est la somme de la diversité intra-individus (DG =1- s ) et de la

Intral

diversit¢ inter-individus (DG = s — f ). Les contributions ¢, et ¢, de chaque

Interl
population 7 et j a la génération suivante, peuvent étre extraites de la diversité génique totale
en appliquant 1’équation suivante: DG, =1 —7 =1- z Jyee; =1 —ch. ( fi— ZD,;C_;]-
i,j=1 i=1 j=1
L’ensemble de ces analyses a été effectué a 1’aide du logiciel METAPOP v.2.0.a3 (Pérez-
Figueroa et al. 2009 en version beta 2011) et le calcul de I’apparentement moyen de la

métapopulation par le programme MOLKIN v.3.0 (Gutiérrez et al. 2005).

d) Mesure de la diversité génétique en termes de richesse et de diversité allélique avec

raréfaction

La richesse allélique ou le nombre d’alleles par locus est estimée en se basant sur la
méthode classique de raréfaction proposée par El Mousadik & Petit (1996) et Petit et al.
(1998). Cette méthode permet de corriger le biais qui résulte des différences de tailles des

échantillons et ce, en considérant le nombre d’alléles attendus d’un échantillon dont la taille

(g) est inférieure a celle d’un autre de taille plus large (N,). Si N, représente le nombre total
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de geénes d’une population i et N, le nombre de copies du k,  alléle d’un échantillon

ieme

appartenant a une population donnée, la richesse allélique dans un locus donné est:

K (N[—Nl.k)
4= (1-pB,) avec, P, = ¢ (N,).
k=

1 g
Par analogie au coefficient de différentiation génétique Fj,, un coefficient de différenciation

de la richesse allélique a ¢été proposé aussi par El Mousadik & Petit (1996):
R, —R 1L : e :
P =T 7 ® _1 avec, (R, :—Zai ) la richesse allélique intra-populationnelle moyenne,
T noio

R, larichesse allélique totale et a, le nombre d’all¢les.

La nouvelle méthodologie de Caballero & Rodriguez-Ramilo (2010) se basant sur le
principe de raréfaction et la partition de la richesse allélique en une diversité inter et intra-
populationnelle, a été également appliquée afin de comparer les deux approches avec

raréfaction. Dans ce cas, la diversité allélique intra-populationnelle se calcule comme:

1< . . . .
A, =R, —1= {—Zal}—l tandis que, la distance allélique moyenne entre les populations i et
niz
1 K
J comme: d, .= E;[(l —P, )P, +P, (1 - P, )] La distance moyenne entre toutes les

. [ . .
populations est donc égale a: D, = —2( z d A’UJ. Par conséquent, la diversité allélique totale
n

i.j=1

n

est: 4, =A4A;+D, 2{12[0; +lzn:di;)1l_l {%Z
n =

n
i=1 n o=

(1 - PP, )} —1. La contribution de

—_

chaque population a la diversité génétique totale peut étre aussi déduite de cette équation ainsi
que le coefficient de différenciation allélique qui est égale a: A, = % = % .
T T

Finalement, La méthode de Kirkpatrick et al. (1983) s’appuyant sur le logarithme de
recuit simulé (simulated annealing), a été utilisée pour ranger les différentes populations en
fonction de leurs contributions optimales a un pool génétique artificiel (germoplasme)
possédant une diversité génétique maximale. Selon cette approche, les contributions optimales
peuvent étre appliquées en considérant un facteur populationnel A qui, selon I'intérét et la

stratégie de conservation, donne du poids et de I’'importance a la diversité génique intra et/ou

inter-populationnelle (H, =AH + Dy, ) (Fernandez et al. 2003 et 2008). L’ensemble de ces

analyses a été effectu¢ a I’aide du logiciel METAPOP.
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RESULTATS ET DISCUSSION

a) Diversité génique et différenciation génétique

Le test de Fisher n’a révélé aucun déséquilibre de liaison génotypique entre les différents loci.
Le logiciel Micro-checker n’a également détecté aucun signe de marginalisation d’alleles
larges, d’erreurs de génotypage et de profilage, ni d’existence d’all¢les nuls. L’amplification
des quatre microsatellites a généré 28 alleles au total pour les 799 individus des 5 populations
d’outardes étudiées. Aucun alléle privé ou rare n’est détecté pour les populations sauvages
d’Erfoud, Errachidia, Boudnib, ni pour la population captive de 1995-2004 par contre, parmi
les individus de la population sauvage de 2006 (CO6), 3 all¢les (162) ont été révélés au locus
D117 (ce qui correspond a une fréquence allélique de 0.015) et 8 alleles (233) au locus A205

(ce qui correspond a une fréquence allélique de 0.039) (Figure 1).

Fréquence

0,700

0,600 +

0,500 +

0,400 + BE

0,300 + oud.

0,200 + B Boudnib

0,100 + O Errachidia
H Captive
mCO6

Figure 1: Distribution des all¢les et leurs fréquences pour chaque locus étudié.

(N. B: Pour le locus D110, I'alléle 151 a été détecté dans la population CO6 et captive de 1995-2004 mais a
une tres faible fréquence allélique (0.003) pour la dernieére).

La structure allélique détaillée de chaque population est présentée sur la Figure 2.
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Figure 2: Structure allélique de chaque population. Na: nombre d’all¢les, Ne: nombre
d’alleles efficaces, I: Indice de Shannon, He: Hétérozygotie espérée et en rouge, le nombre
d’alléles rares.

Le Tableau 2 montre 1’hétérozygotie espérée (H,) qui varie entre 0.656 et 0.694 pour la

population captive et celle d’Errachidia et la valeur de la H, totale estimée a 0.686.

Tableau 2: Diversité génique globale et a I’intérieur de chaque population.

Locus Erfoud  Boudnib Errachidia  Captive CO6 Hét. Tot

1 0.8057 0.8141 0.7915 0.7922  0.7769 0.7930

2 0.6232 0.6538 0.6609 0.6217  0.6501 0.6322

3 0.6114 0.6771 0.6738 0.6740  0.6265 0.6670

4 0.6342 0.6190 0.6524 0.5399  0.6740 0.6533
Moyenne 0.6686 0.6910 0.6946 0.6569  0.6819 0.6864
Ecart-type  0.0918 0.0854 0.0651 0.1057  0.0662 0.0725

La variabilité génétique quantifiée par ’AMOVA a montré une légere structuration entre les
populations d’outardes Houbara, avec 92.25% de variation a I’intérieur des populations contre
seulement 7.75% entre les populations. Le coefficient de différenciation s’est montré

significatif au seuil 5% ( F, = 0.077, P-value < 0.05) (Tableau 3).

Tableau 3: Analyse Moléculaire de Variance (AMOVA).
(Indice de fixation Fst: 0.07752) (P-value < 0.05).

Source de variation Degreé de liberté Somme des carrés Pourcentage de variation
Inter-populations 4 64.693 7.75
Intra-populations 1593 1520.577 92.25

Totale 1597 1585.270 100.00
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Les indices de fixations Fj, et leurs P-values entre les différentes paires de populations sont

présentés sur le Tableau 4. La population sauvage de 2006 est statistiquement différente de

toutes les autres populations captive et fondatrices.

Tableau 4: Par paire de populations, valeurs de F;, (au dessous de la diagonale) et du P-value

(au dessus de la diagonale) qui leurs correspondent.

Erfoud Boudnib Errachidia Captive CO6
Erfoud * 0.6666 0.5135 0.5945 0.0000
Boudnib - 0.0046 * 0.7297 0.2522) 0.0000
Errachidia - 0.0001 - 0.0046 * 0.2703) 0.0000
Captive - 0.0017 0.0042 0.0043 * 0.0000
CO6 0.1349 0.1301 0.1227 0.1554 *

b) Détection des goulots d’étranglement

La distribution de I’hétérozygotie espérée (H, ) obtenue par le test de Wilcoxon en

considérant des méthodes de coalescence sous les modeles IAM, TPM et SMM a été

comparée a I’hétérozygotie observée de Nei (1987) (H,, ) afin de tester I’hypothése nulle
HO, (absence d’exces d’hétérozygotie). Le Tableau 5 résume les résultats obtenus en
appliquant un test unilatéral ou la zone de rejet de I’ HO, est située dans une seule extrémité

lorsque P < 0.05. Des déviations significatives de 1’équilibre (dérive-mutation) et des signes
de déclin de la population d’Errachidia, Captive (de 1995 a 2004) et sauvage (de 2006) ont été
détectées sous le modéle mutationnel IAM (P-value = 0.031 < 0.05)*. Pourtant, sous les

modeles TPM et SMM, aucun test ne s’est montré significatif.

Tableau 5: P-values du test de Wilcoxon étudiant les différentes populations sous I’hypothese
nulle de I'équilibre (mutation-dérive génétique) pour les 3 modeles IAM, TPM et SMM.

Distribution unilatérale (exces d'hétérozygotie) au seuil o. = 5%.

Population IAM TPM  SMM
Erfoud 0.062  0.156  0.437
Boudnib 0.062  0.156 0.562
Errachidia 0.031*  0.072  0.437

Population captive de (1995-2004) 0.031*  0.156  0.562
Population sauvage de 2006 (CO6)  0.031*  0.093  0.937
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La distribution graphique des fréquences alléliques a révélé que pour la quasi-totalité des
populations, les allures des courbes présentent un mode normal sous forme de L, a I’exception
de la population fondatrice d’Erfoud, qui montre une distribution en mode shift et suggere la

possibilité d’un événement de bottleneck récent (Figure 3).
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Population sauvage de 2006
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Figure 3: Allures de distributions des fréquences alléliques dans chaque population.

La distribution des fréquences alléliques est une méthode descriptive et qualitative
cependant, quand le nombre d’individus dans un échantillon est inférieur a 30, cette méthode
pourrait présenter des erreurs et des biais affectant ainsi négativement les tests statistiques
(Luikart et al. 1998). Du fait que les modeles IAM et SMM représentent les deux modeles
extrémes de mutation (Chakraborty & Jin 1992), il est recommandé de se baser plus sur le
mode¢le intermédiaire TPM dans le test du bottleneck (Piry er al. 1999). En effet, il est
confirmé que ce modele est plus plausible et plus approprié dans le cas des microsatellites (Di
Rienzo et al. 1994 et McEachern et al. 2011). Dans la présente étude et sous ce modéle, toutes
les populations d’outardes se montraient stables et en équilibre (mutation-dérive). Ceci exclu

donc tout changement démographique récent pour ces populations.

¢) Mesure de la diversité génétique et de I’apparentement moléculaire moyen

Le nombre d’alleles par chaque locus et les fréquences alleliques sont présentés dans la
Figure 1. La richesse allélique varie entre 5 et 9 pour les loci D117 et A205 respectivement.

Les parametres populationnels ( f;,, s;, F; et d,) et leurs moyennes sont groupés dans le

Tableau 6. La population Captive annonce les plus grandes valeurs de consanguinité (
0.4014), d’apparentement moléculaire ( f, = 0.3430) et d’auto-apparentement individuel (s, =

0.7007), ceci coincide aussi avec la baisse de la diversité génétique juste apres 1’établissement
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du programme d’élevage en captivit¢ (Figure 2) et peut donc, évoquer I’éventualité d’un

entretien de cette population sous un systéme rigoureusement fermé.

Tableau 6: Paramétres populationnels. f; : coefficient moyen d’apparentement, s, : coefficient
moyen d’auto-apparentement des individus, F;: coefficient moyen de consanguinité et d,:
distance entre individus.

Population Ji s, F, d,

Erfoud 0.3344 0.6667 0.3333 0.3223
Boudnib 0.3254 0.6429 0.2857 0.3175
Errachidia 0.3094 0.6676 0.3352 0.3582
Captive 0.3430 0.7007 0.4014 0.3577
CO6 0.3216 0.6955 0.3910 0.3739

Moyenne j} =0336] s =06938 0.3875 0.3576

Paralléelement aux analyses effectuées par le logiciel METAPOP, le coefficient

d’apparentement moyen de la métapopulation a été calculé par MOLKIN v.3.0 (Gutiérrez et
al. 2005) et a été estimé a J_’ =0.313104. Comme dé¢ja signalé, la population Captive est issue

des croisements entre individus des populations fondatrices d’Erfoud, d’Errachidia et de

Boudnib ceci peut expliquer d’une part, les valeurs €levées des coefficients f; par paires

entre cette population et les populations fondatrices (0.3354, 0.3221 et 0.3232) et d’autre part,
les faibles valeurs de distance minimale de Nei qui leurs correspondent (0.0070, 0.0042 et

0.0109) (Tableau 7).

La population sauvage de 2006 (COG6) est la plus distante des autres populations

d’outardes constituant le cheptel en captivité (D, variant de 0.0794 a 0.0986). La distance

minimale moyenne de Nei de la métapopulation entiére est estimee a (D; = 0.0226). Elle est
aussi égale a la diversité génétique inter-populationnelle ]Nf —7 = [1 —7} —[1 — jNr } Ce résultat

vient en support a celui obtenu par Arlequin dans le Tableau 3, i.e: la valeur significative de

structuration génétique mesurée a par I’indice F, a 0.07752 (AMOVA).
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Tableau 7: Valeurs de I’apparentement moyen ( f;) et de la distance génétique minimale de

Nei (Dl.j( Nei) ) par paire de population i et ;.

Populations 1y Dij(Nei)

Erfoud — Boudnib 0.3220  0.0105
Erfoud — Errachidia 0.3171  0.0096
Erfoud — Captive 0.3354  0.0070
Erfoud — CO6 0.2412  0.0912
Boudnib — Errachidia 0.3101  0.0073
Boudnib — Captive 0.3232  0.0109

Boudnib — CO6 0.2346  0.0886
Errachidia — Captive ~ 0.3221  0.0042
Errachidia — CO6 0.2360  0.0794
Captive — CO6 0.2337  0.0986

Si les différentes populations sont forcées a contribuer a la génération suivante, les

composantes de la diversité génique globale de la métapopulation seront réparties comme
suit: DG, :1—?:{(1—5 j+(§—fﬂ{}—ﬂ:{l—f}[}—ﬂ: 03062 + 0.3576 +

0.0226 = 0.6639 + 0.0226 = 0.6865 (Tableau 8). La population née en captivité¢ contribue le
plus a la diversité totale avec 70% (0.4796). Ceci est peut étre di au nombre ¢élevé d’individus
mais surtout, a sa diversité génétique intra-populationnelle qui est égale a 0.4621. La diversité

génétique totale inférée est similaire a celle estimée par la méthode de Nei (1987) (Tableau 2).

Tableau 8: Contribution de chaque population a la diversité génique totale.

) Contribution a Contributiona Contributiona Contribution a Contribution a
Population la DG

Intral la DGInterI la D GIntraP la D GInterP la D GT
Erfoud 0.0104 0.0101 0.0205 0.0007 0.0213
Boudnib 0.0094 0.0083 0.0177 0.0006 0.0183
Errachidia ~ 0.0370 0.0399 0.0769 0.0022 0.0792
Captive 0.2105 0.2516 0.4621 0.0175 0.4796
CO6 0.0389 0.0477 0.0866 0.0089 0.0955

Total -5 =03062 s - f=03576 1- £ =0.6639 f-f=00226 1-f =0.6865
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L’estimation de la perte et du gain de la diversité génétique permet une meilleure
gestion des stocks et des variétés a conserver. Cette estimation se fait en écartant une ou
plusieurs populations du pool génétique et en recalculant la diversité génique totale (ou sa
contrepartie, i.e: I’apparentement moyen) (Tableau 9). Le retrait de la population Captive
augmentera la diversité génique globale de la métapopulation de 4.89%. Par contre, un retrait
de la population sauvage COG6 entrainera une perte de 3.40% en diversité génique globale a

cause de la diminution de la diversité ou de la distance inter-populationnelle (-3.07 %).

Tableau 9: Diversité génétique globale (DG, 1) apres élimination d’une population i et

pourcentage du gain (+) ou de perte (-) de la diversité genique (H; ) apres retrait de chaque

population.
Population retirée DG |i Intra-population Intra-population | Inter-populations H;
(intra-individus) (inter-individus)
Erfoud 0.6870 -0.1274 0.1662 0.0331 0.07
Boudnib 0.6863 -0.2002 0.1580 0.0160 -0.02
Errachidia 0.6853 -0.4781 -0.0098 0.3141 -0.17
Captive 0.7218 2.2777 -0.0115 2.6324 4.89
CO6 0.6639 0.0381 -0.3588 -3.0796 -3.40

d) Mesure de la richesse et de la diversité allélique avec raréfaction

Le Tableau 10 donne les richesses alléliques K sans raréfaction et K(42) avec raréfaction

pour I’ensemble des populations étudiées.

Tableau 10: Nombre d’alleles rares et richesse allélique obtenue apres raréfaction sur un
nombre commun de 42 geénes K(42).

Population = No. alleles privés  No. alleles/locus (K)  No. alleéles/locus apres raréfaction K(42)

Efroud 0 5.00 4.88
Boudnib 0 5.25 5.25
Errachidia 0 5.75 5.19
Captive 0 6.50 4.82
CO6 11 6.50 5.23
Total 11 7.00 5.29

Les proportions de contribution de chaque population a la diversité allélique totale

obtenues aprés raréfaction sont résumées dans le Tableau 11. La diversité allélique totale est



142

estimée a 4, =4.6723 et correspond a la somme de la diversité allélique intra-populationnelle

(A;= 4.0733) et inter-populationnelle (D,= 0.5990). Grace a sa distance allélique inter-

populationnelle D ,, la population sauvage CO6 contribue le plus a la diversité allélique totale

avec une valeur égale a 1. Les populations Captive et celle d’Erfoud, contribuent le moins a la

diversité allélique avec 0.88 et 0.87 respectivement. La COG6 est en effet, la plus divergente

des autres populations en raison du nombre d’alléles privés dont elle dispose. A partir des

résultats du Tableau 11, le coefficient de différenciation allélique A4, a été estimé a 0.1282.

Tableau 11: Contribution (en %) de chaque population a la diversité allélique totale de la

métapopulation.

Population Niveau (intra-population) Niveau (inter-population)
Erfoud 0.7766 0.0961

Boudnib 0.8500 0.1069
Errachidia 0.8387 0.1064

Captive 0.7620 0.1248

CO6 0.8461 0.1649

Total As=4.0733 DA =0.5990

Total
0.8727
0.9569
0.9450
0.8868
1.0109

Ar=4.6723

Le Tableau 12 représente les pourcentages du gain (-) et de perte (+) de la diversité

allélique recalculés aprés ¢limination de chaque population d’outardes. Les résultats obtenus

sont en concordance avec ceux du Tableau 11 et montrent bien que la population CO6 est la

plus favorable pour le programme et les priorités de conservation, surtout a long terme,

contrairement a la population Captive et celle d’Erfoud.

Tableau 12: Gain (-) ou perte (+) de la diversité allélique (en %) apres retrait de chaque

population.

Population écartée Niveau (intra-population)
Erfoud -1.0181
Boudnib 0.9455
Errachidia 0.6421

Captive -1.4094

CO6 0.8399

-0.9190
-0.0617
-0.5114
0.5196
3.1249

Niveau (inter-population)

Total
-1.9371
0.8838
0.1307
-0.8897
3.9648
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Les contributions optimales de chaque population a une banque de germoplasme
avicole ou a une lignée artificielle, sont présentées dans le Tableau 13 en considérant
différentes valeurs du facteur populationnel A. Quand (A = 1), la population d’Errachidia et
sauvage de 2006 contribueront le plus a la diversité génétique maximale (= 0.7239) avec
52.3% et 46.1% respectivement. Selon les fins de chaque programme de conservation, si
I’objectif est la maximisation de la composante inter-populationnelle de ’apparentement

J; (i.e: maximiser la distance entre populations), le facteur A doit étre nul a telle sorte que
H, =Dy, . Sil’on s’intéresse a minimiser 1’apparentement total et donc a maximiser diversité

totale H,, A doit prendre une valeur égale a 1. Enfin, si plus d’importance est donnée a la

composante intra-populationnelle, la valeur de A doit étre supérieure a 1.

Tableau 13: Contribution de chaque population (en %) au pool génétique synthétique
possédant le maximum de diversité génétique (DGpool).

Contribution (%)

Population A=0 A=1 A=2 A=5
Erfoud 3.10 0.00 0.00 0.00
Boudnib 3.40 1.50 0.00 0.00
Errachidia 0.00 52.3 57.7 69.3
Captive 44.1 0.00 0.00 0.00
CO6 49.1 46.1 423 30.70
DGypool 0.7167 0.7239 0.7237 0.7201

Au terme de cette étude comparative, il est éminent de mentionner les points suivants :

A/ La partition de la richesse allélique proposée par Petit ef al. (1998) est dépendante
uniquement du nombre d’alleles privés présents dans une population, a telle sorte que la
population ne peut contribuer a la richesse allélique totale, que si elle posseéde des all¢les rares
et uniques sans quoi, sa contribution sera nulle. Par opposition a EI Mousadik & Petit (1996)
et a Petit ef al. (1998), la procédure proposée par Caballero & Rodriguez-Ramilo (2010), tient
en compte les alleles rares et les alleles communs dans 1’estimation des différences alléliques

inter-populationnelles.
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B/ Dans une perspective a long terme, la richesse allélique se voit plus avantageuse
que la diversité génique et ce pour deux raisons. Premi¢rement, elle est la plus sensible aux
événements de bottlenecks et donc refléte mieux les fluctuations anciennes de la taille d’une
population donnée (Leberg 2002) et deuxiemement, la limite de la réponse a la sélection est
souvent déterminée par le nombre initial d’alléles dans une population (James 1970). En
revanche, les réponses a court terme a la sélection et a la dépression de consanguinité

dépondent directement de la diversité génique.
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DISCUSSION GENERALE & CONCLUSION
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La mise en ceuvre d’une stratégie de conservation ex-situ des outardes Houbara et
Macqueen’s repose sur la connaissance de leurs biologies, structures métapopulationnelles et
histoires démographiques. La présente thése de doctorat a procédé a une démarche
scientifique multidisciplinaire afin de contribuer efficacement aux mesures de gestion et de
préservation de deux ressources aviaires mondiales courant le danger d’extinction
(Chlamydotis undulata) et (Chlamydotis macqueenii). Pour ce faire, la diversité biologique a
été¢ mesurée et quantifiée sur plusieurs niveaux (e.g : espéces, sous-especes, genes, cheptels et
stocks ¢€levés en captivité) et des criteres de natures démographiques, morphologiques,
biogéographiques et génétiques ont été considérés pour son évaluation et sa quantification.
Les résultats générés des différentes études et recherches renforceront la compréhension
scientifique sur les outardes Houbara et Macqueen’s sauvages et auront des retombées

directes et indirectes sur la gestion des populations captives marocaines.

A/ Apports des études génétiques sur les populations sauvages

Le couple de marqueurs génétiques neutres "microsatellites - ADN mitochondrial" a
permis de définir les normes phylogéographiques des populations d’outardes Houbara et
Macqueen’s de la zone du Paléarctique ainsi que leurs diversités et structures génétiques.
L'avantage de l’implémentation des marqueurs moléculaires neutres réside dans leurs
pouvoirs a mieux décrire 1’histoire des populations, contrairement aux parametres
morphologiques qui sont souvent influencés par les facteurs environnementaux soumis a la

sélection naturelle (Avise 1994).

= Analyse par les marqueurs nucléaires microsatellites

Dans les études inter et intra-populationnelles du chapitre I, les microsatellites se sont
montrés trés utiles surtout lorsqu’il s’agissait de la quantification de la diversité génétique et
de la différenciation génétique. Effectivement, ces marqueurs modérément informatifs et

variables (PIC = 56%), ont :

- mis en évidence une différenciation génétique significative entre les sous-espeéces nord-
africaines Chlamydotis undulata undulata (Cuu) et Chlamydotis undulata fuertaventurae

(Cuf) (F§; =0.111), qui pourrait étre la conséquence de I’isolement géographique par I’Océan
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Atlantique des populations de I’archipel des Iles Canaries de celles des cotes marocaines. Vu
d’une part, la proximité géographique entre 1’Afrique et les fles Canaries (~ 110 km) et
d’autre part, les faibles valeurs de variabilit¢ génétique insulaire par rapport a celle
continentale, le mécanisme de différenciation le plus probable serait une colonisation selon le
modele migratoire "stepping-stone". Ce modéle qui est plus convenable aux populations
naturelles que le modéele en ile de Wright (1931), suppose que la migration entre les démes et
les populations contigués induit une érosion de la diversité¢ génétique due a 1’effet fondateur.
Comme il était discuté dans les études précédentes de Gaucher ef al. (1996) et d’Idaghdour et
al. (2004), ce phénomene de migration aurait été aussi effectué d’une maniere exclusivement
unidirectionnelle c'est-a-dire, du continent africain vers les iles adjacentes de Fuerteventura

et/ou de Lanzarote.

- affirmé le statut taxonomique des especes africaine (Cuu/Cuf) et asiatique (Cm) surtout par

I’analyse de I’arbre phylogénique ME et la méthode Bayésienne de clustering.

- révélé D’absence de structuration génétique significative entre les quatre populations
d’outardes marocaines issues d’Errachidia, de Boudnib, d’Erfoud, et de Laayoune

(Fy,Global =0.006, P-value = 0.137), ce qui suggere une capacité relative de dispersion et

met en évidence un flux migratoire considérable entre ces populations. Certes ce résultat est
en accord avec les résultats de 1’étude d’ldaghdour ef al. (2004) toutefois, 1'utilisation de
I’analyse des microsatellites dans le chapitre V a montré une 1égere différenciation génétique
lorsqu’une population sauvage récente de 2006 collectée dans les régions orientales
limitrophes de I’ Algérie, a été incluse dans I’étude ( F§, Global =0.077, P-value < 0.05). Cette
subdivision microgéographique pourra étre expliquée par le nombre d’alleles privés révélé
dans cette population qui devrait constituer un nouveau réservoir génétique de variation. Ce
qui évoquerait donc, 1’éventualité d’une fixation de la population (et des alleles) suite a une
adaptation locale.

Lesobre et al. (2010), en utilisant les résultats de notre précédent travail de recherche
(Idaghdour et al. 2004) -qui étudiait un fragment de 854 de paires de base de la région
mitochondriale de controle- et en testant certains de nos marqueurs microsatellites caractérisés
dans Chbel et al. (2002), ont également signalé une faible structuration génétique entre les
populations marocaines et algériennes mais dans leur conclusion finale, ils ont considéré ces

deux populations comme une seule unité de conservation. Selon 1’échantillonnage, les valeurs
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de F§, changent fréquemment. Dans notre, étude méme si le spécimen sauvage collecté en

2006 est large et statistiquement significatif (n = 102), I’identification des unités biologiques
en utilisant les loci microsatellites demeure difficile. Devant ce dilemme, une collecte vaste et
représentative de plusieurs populations de I’aire de répartition de la sous-espece Chlamydotis
undulata undulata surtout dans le territoire algérien, pourra apporter une réponse pertinente et

irrévocable a cette ambiguité (i.e : différenciation microgéographique (ou Kin group)).

= FEtude phylogéographique par le marqueur mitochondrial cytochrome b

L’information phylogéographique joue un role important dans 1’établissement des
stratégies et plans de conservation et plus particulierement, dans la définition des unités
biologiques a préserver. Certes la diversité phylogénétique, 1’endémisme et la richesse
spécifique constituent les critéres en vigueur déterminant des unités de conservation toutefois,
le role des inférences phylogéographiques réside dans leurs capacités a délimiter les zones
d’intérét aux histoires évolutives particuliéres qui constituent les unités géographiques de
conservation (Hickerson et al. 2010).

Dans notre recherche, le séquencage d’un fragment de 1042 paires de bases du gene
mitochondrial cytochrome b chez les outardes Houbara et Macqueen’s a permis d’examiner la
variation génétique chez différentes populations sauvages provenant des régions allant des
fles Canaries jusqu’en Asie, d’identifier les facteurs démographiques et historiques qui
pourraient expliquer les différentes distributions phylogéographiques contemporaines
constatées et finalement, d’estimer les temps de coalescence et de divergence.

L’¢étude de la phylogéographie comparative, en apportant de nouveaux ¢léments de
réflexion, a pu aussi argumenter les hypotheéses sur les scénarios de différentiation et
d’expansion populationnelles évoqués dans le premier chapitre. En effet, 1’analyse sur la
coalescence du complexe Houbara-Macqueen’s a soutenu le mécanisme de différenciation
suggéré pour les espéces du genre Chlamydotis, en mettant en évidence une premiere isolation
entre Houbara (Cu) et Macqueen’s (Cm) estimée entre 0.77 et 0.94 millions d’années (MA),
suivie d’une seconde phase de divergence a I’intérieur du clade asiatique (Cm) qui elt da se
produire entre 0.26 et 0.38 MA et enfin, un troisieme événement de séparation a 1’intérieur du
clade nord-africain (Cu) qui elt daté a environ (0.19-0.31) MA.

Cette ¢tude a également discuté les processus évolutifs et historiques pouvant

expliquer les structures actuelles des différentes populations. Alors que la majorité des phases
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de divergence chez les espéces des zones boréales et tempérées sont apparues durant les
longues périodes glaciaires, on pense que celles des espéces habitant les zones arides étaient,
vraisemblablement, apparues durant les courtes phases interglaciaires comme il a été ¢lucidé
chez I’outarde canepeti¢re (Tetrax tetrax) par Garcia et ses collaborateurs en 2011. Dans ce
cas, les processus d’expansion démographique ne pourraient coincider qu’avec les longues
périodes glaciaires caractérisées par une végétation steppique abondante. Par ailleurs, de
faibles structurations phylogéographiques entre les différentes populations d’une méme sous-
espece ou métapopulation sont souvent attendues a cause des temps de divergence limités
apparus durant les interglaciaires du Pléistocene (Garcia et al. 2011 a et b) et Riou et al.
(2011). Cette théorie est donc explorée chez les outardes Houbara et Macqueen’s par la
présente étude phylogéographique et les résultats livrés ont révélé que la divergence entre le
clade (Cu) et (Cm), correspondait a un intervalle d’extréme aridité associée a 1I’expansion des
déserts au niveau du Paléarctique. Cette expansion pourrait étre a 1’origine d’événements de
vicariance des outardes dans la zone hyperaride du Sinai/Néguev et de la péninsule Arabique.
I1 est opportun de signaler qu’a 1’exception des outardes du Sinai/Néguev, prouvées étre en
voie d’expansion sur leur aire de répartition, les débuts des temps de divergence a I’intérieur
des clades (Cu) et (Cm) étaient plus ou moins synchrones et avaient apparus durant les courtes
phases interglaciaires du Pléistoceéne entre 0.191 et 0.384 MA, tout comme prévu pour les

especes des zones arides et désertiques.

& Unités biologiques

Parallélement au succés empirique des études phylogéographiques, une multitude
d’unités biologiques a été proposée dans la littérature scientifique pour identifier les entités
biologiques sous-spécifiques (sous-especes, sous-populations...efc.). Ryder était le premier a
évoquer en 1986 la terminologie: unités évolutives significatives ou Evolutionary Significant
Units (ESU) pour mettre en évidence les populations discrétes exprimant une haute priorité en
matiere de conservation, existantes a l’intérieur d’une espéce donnée et dans une zone
géographique donnée. Ce concept a fait 1’objet de beaucoup de critiques durant les deux
derniéres décennies ce qui a fait émerger de nouvelles définitions, normes et caractéristiques
en relation avec les actions et les plans de conservation (Moritz 1994, Waples 1995, Crandall
et al. 2000, Fraser & Bernatchez 2001, Green 2005 et Cronin 2006). Une des notions les plus
utilisées aussi a été définie par Craig Moritz en 1994 pour discerner les composantes des

especes courant le risque d’extinction : les unités de gestion ou Management Units (MU). Ce
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terme référe a toute population démographiquement indépendante ou a tout ensemble de
populations réciproquement monophylétiques caractérisées par des différences significatives
dans leurs fréquences haplotypiques mitochondriales et/ou dans leurs fréquences alléliques
nucléaires sans considération des différences phylogénétiques des all¢les.

En 2000, Crandall et ses collégues ont également proposé une nouvelle théorie pour
définir les unités biologiques en se basant sur 1’échangeabilité génétique et écologique,
récente ou ancienne. Selon ce concept, les événements de migration ou de flux génique
correspondent a 1’échangeabilité génétique tandis que, les facteurs écologiques qui délimitent
les niches subissant des forces stochastiques telles que la dérive génétique et la sélection
naturelle, correspondent a 1I’échangeabilité écologique.

Certaines ¢tudes génétiques ont effectivement employé ce genre de concepts pour
définir les unités biologiques chez les populations d’outardes (Cu) et (Cm). Tandis que Pitra
et al. (2004) ont confirmé la partition géographique définissant les groupes isolés et anciens
de (Cm) et (Cu) comme étant deux sous-especes ou ESU, et les populations de Macqueen’s
des régions de reproduction vs celles de résidence et d’hivernage comme étant des MU
opérationnelles, Idaghdour et al. (2004) ont considéré (Cuu) et (Cuf) comme des MU
indépendantes puisqu’elles sont géographiquement isolées et démographiquement
indépendantes. Récemment aussi, Riou ef al. (2011) ont révélé une connectivité réduite et des
valeurs limitées mais significatives de différenciation génétique entre les populations de
Macqueen’s résidentes en Egypte et au Yémen et celles migratrices d’Asie Centrale (Iran,
Pakistan, Kazakhstan et Mongolie). Ils ont donc considéré comme unités distinctes, les
populations issues de 1’Ouest du Kazakhstan et du Nord-Ouest de la péninsule Arabique et
comme ESU, les Macqueen’s de I’Est de la péninsule Arabique.

En se basant sur les résultats de la présente étude phylogéographique et selon la
classification dite du "Crosshair" proposée par Crandall et al. (2000) et celle proposée par
Green 2005, il serait recommandé¢ de traiter (Cuu) et (Cuf) comme deux unités désignables
(DU pour Designatable Units) ou ESU ainsi que les populations de Macqueen’s Cm vs Cm de
(Sinai/Néguev) démontrées étre sur le point d’expansion/diversification dans leur zone de

répartition.

= Contraste entre le marqueur mitochondrial et ceux nucléaires

Le test global de différenciation génétique utilisant le marqueur génétique

mitochondrial cytochrome b a montré un niveau de structuration plus €élevé de huit fois que
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celui employant les marqueurs nucléaires microsatellites (96.22% de variation distribuée entre
les sous-especes vs 12.03%). Cette différence a été aussi ratifiée précédemment en étudiant le
marqueur mitochondrial D-loop par Idaghdour et al. (2004). Des études génétiques récentes
ont également mis en évidence des résultats contradictoires en utilisant les deux types de
marqueurs neutres (Paetkau ef al. 1998, Petit et al. 2001, Kerth et al. 2002, Johnson et al.
2003, Chappell ef al. 2004, Bowen et al. 2005, Brown ef al. 2005 et Rodriguez et al. 2010)

dont plusieurs facteurs peuvent expliquer.

1. Le taux ¢levé de mutations des microsatellites par rapport a I’ADN mitochondrial peut
induire soit une différenciation génétique considérable qui nécessitera des milliers de
générations pour que les différences soient accumulées et fixées a 1’intérieur des populations
séparées et isolées géographiquement (Whitlock & McClauey 1999), soit au contraire et par
erreur, une magnitude faible de différenciation génétique et donc, des valeurs importantes de
flux génique entre les populations isolées. Ceci pourrait €tre expliqué par un événement
d’homoplasie et des niveaux importants de polymorphisme intra-populationnel (Hedrick
1999). Seulement, cette derniere éventualité n’a pas eu d’influence sur nos résultats puisque
les différents loci ont montré des niveaux ¢élevés et statistiquement significatifs de

différenciation surtout entre les groupes et les sous-especes (chapitre I).

2. Dans les populations en équilibre et qui sont caractérisées par des flux géniques égaux entre

les deux sexes, la petite taille efficace (/N,) des marqueurs mitochondriaux conduit a des
valeurs F, (ou @, ) plus importantes que celles estimées par des marqueurs nucléaires

(Kenny et al. 2005). En effet, a cause du mode de transmission maternelle des marqueurs
d’ADN mitochondriaux et de leur haploidie, leur taille efficace est quatre fois plus réduite que
celle des marqueurs génomiques ou nucléaires (Grobler et al. 2011). C’est donc pour cette
raison que le systéme mitochondrial atteigne 1’équilibre plus tot que le systéme nucléaire
(Wilson et al. 1985, Birky et al. 1989 et Edwards 1997). Toutefois, Chesser & Baker (1996)
en comparant les tailles efficaces des loci maternels, paternels et biparentaux selon six
scénarios de stratégies de dispersion et de systémes de reproduction, ont montré que chez les
especes aviaires a lek dont le comportement social de dispersion est controlé par des femelles

polyandres, la taille efficace N, des loci mitochondriaux est trois fois plus grande que celle

des loci nucléaires. Plus récemment, en étudiant la génétique des populations du tétras des

prairies (Tympanuchus cupido pinnatus), Halfmann (2002) et Johnson et al. (2003) venaient
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aussi confirmer la pertinence du modele définit par Chesser & Baker en 1996 concernant les
especes aviaires polygynes et a lek, ce qui pourrait expliquer davantage les différentes

structures génétiques obtenues dans notre étude.

Le contraste en question ne se justifierait pas uniquement par la (&,) du marqueur

génétique neutre considéré mais aussi, par le comportement de dispersion des individus et par

la non-stationnarité des populations.

3. D’aprés le modéle simple de structuration populationnelle de Wright (1931), ( F§, ) dépend
de la taille efficace de la population a long terme (long-term N, ) en plus du taux de migration

m (chapitre I). Cependant, malgré un taux de migration relativement considérable, c’est

surtout une N, a long terme réduite qui conduit le plus a une différenciation génétique. Chez

le guillemot de Briinnich, un oiseau marin appartenant au genre Uria, Friesen et ses
collaborateurs ont montré en 1996 que dans le cas ou un déséquilibre génétique existe au
niveau inter-groupe, la structuration génétique intra-groupe sera la plus accentuée et la plus
remarquée, qu’il s’agit d’un marqueur nucléaire ou mitochondrial. Grace a une méthodologie
mathématique, ils ont également montré que le temps requis pour atteindre 1’équilibre

génétique dans une population, est retardé (plus grand) quand la N, a long terme est grande et

le taux de migration est faible.

Si ’on suppose que I’importante différenciation génétique estimée par le fragment
mitochondrial est une conséquence de populations qui sont dans un état de déséquilibre
génétique, I’explication la plus vraisemblable a ce phénoméne serait un flux migratoire récent
mais restreint entre les différentes sous-especes, régions ou groupes, ce qui implique des
fréquences alléliques nucléaires n’ayant pas encore divergé (Friesen ef al. 1996). Or, selon les
résultats de notre étude phylogéographique (chapitre II), I’isolation des trois constituants du
genre Chlamydotis était bien ancienne et non récente puisqu’elle coincidait avec les périodes
de glaciation du Pléistocéne allant de 192 000 a 944 000 années, ce qui montre que (Cuu),
(Cuf) et (Cm) avaient suffisamment de temps pour parvenir a I’équilibre génétique. En plus,
I’absence de mitotypes partagés entre les outardes nord-africaines (Cuu et Cuf) et celles

asiatiques (Cm) confirme également ces arguments.



153

4. Le comportement de dispersion demeure alors, le seul mécanisme pouvant élucider les
différences de structure génétique entre les marqueurs co-dominants génomiques et
mitochondriaux.

La dispersion depuis le group natal pour se reproduire est un trait qui évolue en
réponse a la pression de la sélection naturelle. Ce comportement populationnel a été étudié
chez les outardes sauvages et réintroduites dans la région de Merzouga et de Boudnib au Sud-
Est marocain du printemps 1997 en automne 1999. Les mouvements des outardes ont été
suivis par des techniques de télémétrie en plagant des émetteurs radio (Biotrack, Ltd) et des
émetteurs satellites (Microwave Telemetry, Inc) de 20 et 30g sur les dos des individus sujets
de I’étude écologique. Les résultats ont confirmé la territorialité des males et ont montré que
les distances parcourues par des femelles variaient de 10 & 200 km depuis les sites habituels
de reproduction (PeSke 1999).

La dispersion peut aussi avoir d’importantes conséquences sur le pool génétique des
populations (Ferriere et al. (2000) et Clobert ef al. (2001)) et peut étre biaisée selon le sexe
des individus et selon la nature du systétme de reproduction d’une espéce ou d’une sous-
espece donnée (e.g: promiscuité, polygynie, monogamie...etc.). Trés souvent chez les
oiseaux, ce biais est en faveur des femelles par contre chez les mammiferes, il est en faveur
des males (Greenwood 1980, Dobson 1982, Clarke et al. 1997 et Miller et al. 2011). Pour la
majorité des especes aviaires polygynes avec des systeémes socio-reproducteurs de type lek, la
dispersion des femelles joue un réle crucial dans la promotion de la philopatrie et de la
territorialité chez les males (Haartmann 1949 et Greenwood 1980). Assurément, les males
philopatriques et fideles a leurs lieux de naissance, exhibent une meilleure protection et
défense des ressources nécessaires pour I’alimentation de leurs partenaires femelles et ce,
grace a leur parfaite connaissance de leurs propres sites natals. Quant aux femelles,
habituellement plus nomades et plus errantes, elles tirent bénéfice de ce type de dispersion en
¢vitant les accouplements entre individus apparentés, ce qui conduit a une réduction globale
du risque de consanguinité (Wolff & Plissner 1998 et Nagy et al. 2007).

Mais, la sédentarité¢ et la philopatrie des males peut aussi induire 1’apparition de
consanguinité chez les oiseaux (Friesen et al. 1996). Ce phénomene pourra étre justifié par les
valeurs positives des coefficients de fixation F); générées a I’intérieur de la quasi-totalité des
populations d’outardes sauvages étudiées dans le chapitre I de cette thése. Malheureusement

des fois, lorsque la dispersion est biaisée en faveur du sexe féminin, les patrons de

différenciation génétique deviendront difficiles a prédire et a expliquer puisque le flux
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migratoire des femelles tend a homogénéiser la distribution des haplotypes mitochondriaux et
des génotypes nucléaires, ce qui dissimule généralement I’effet des flux géniques restreints
chez les males (Piertney et al. 2000). Seule une comparaison des loci nucléaires ciblant
typiquement les chromosomes sexuels masculins (i.e: le géne CHD-Z) avec ceux
maternellement transmis (i.e - de ’ADN mitochondrial), peut remédier a ce probléme. Ceci
permettrait également d’¢lucider les non-congruences potentielles rencontrées lors de la
quantification des différenciations et des structurations génétiques par les marqueurs
génétiques génomiques et mitochondriaux. Actuellement chez les oiseaux, aucun marqueur

nucléaire n’est disponible pour élaborer une telle démarche comparative.

B/ Apports des études génétiques et morphométrique sur les populations captives

= FEtude de croissance absolue et allométrique

L’étude allométrique et la description de 1’évolution des courbes de croissance absolue
est rendue possible grace a I’application des parameétres et des modeles mathématiques qui
sont biologiquement interprétables. Le travail présenté dans le chapitre III constitue la
premiere et unique étude sur les caractéristiques de croissance allométrique et absolue chez
les outardes Houbara marocaines. Les analyses ont montré que sous des conditions
particuliéres de captivité, le poids moyen a 1’éclosion était de 40g et atteignait le poids de 1.2
kg dans seulement 4 mois. L’allométrie de I’espéce a révélé aussi des valeurs négatives pour
la longueur du bec, la circonférence de la poitrine, la tarso-métatarse et 1’envergure des ailes
par rapport au poids corporel. Le modele mathématique de Gompertz-Laird de croissance
absolue a également indiqué que les ailes connaissaient une croissance instantanée
quotidienne (L) plus rapide que celle de la tarso-métatarse et du bec, ce dernier qui toutefois
atteignait la maturité et I’asymptote plus tot que tous les autres organes. Ceci pourra expliquer
I’importance de chaque partie du corps pour la rémanence et la survie de ’espéce. En effet, le
développement rapide des ailes permettra aux oiseaux de faire face aux prédateurs potentiels
alors que, chez les poussins Houbara qui dépendent dés leurs bas ages de la protection et des
soins de leurs meres, le développement précoce du bec et de la tarso-métatarse, leurs seront
relativement utiles pour le forage et le déplacement.

Il convient aussi de mentionner que pour ce genre d’études morphométriques qui se
basent sur les modeles mathématiques de croissance, la sous-prévision des mesures et des

pesées initiales est souvent envisageable. Pour corriger ce "biais" et selon les systémes ou les
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especes étudiées, Grossman & Bohren (1982) ont proposé de restreindre la mesure initiale du

poids corporel (BW,), tandis que Pasternak & Shalev (1994) ont recommandé d’utiliser
I’inverse de la variance pour mesurer le (B, ). Dans autres études, Mignon-Grasteau et al.
(1999) suggerent de fixer le (BW,) entre deux écart-types (o) de la moyenne du (BW,) et

Koncagul & Cadirci (2010) ont considéré dans une premiére situation, la moyenne de tous les

(BW,) observés au lieu du (BW,) et dans une seconde situation, ils ont fait varier le (BW,)
dans un intervalle de 30 au tour de la moyenne des (BW,) observés. Dans le cas des

outardes Houbara, aucune restriction du ( BW, ) n’a été effectuée.

Sur le plan pratique, la compréhension du fonctionnement de ces modeles biologiques,
pourra fournir une base solide pour la conception et le développement d’une stratégie
d’élevage qui facilite la manipulation des trajectoires de croissance selon les fins et les
besoins du programme de conservation. Evidemment, les courbes de croissance pourront étre

exploitées pour :

1. Estimer la période d’age durant laquelle la croissance squelettique est compléte

2. Donner une idée sur la diététique suivie et comparer les différences entre les régimes
alimentaires afin d’éviter les malnutritions et les mortalités éventuelles

3. Evaluer I’age des oiseaux découverts a 1’état sauvage

4. Définir I’age idéal d’abattage

5. Déterminer les effets de la sélection artificielle.

= FEtude généalogique

L’information génétique en cas des populations animales captives peut étre extraite de
I’¢tude des pedigrees ou via des approches moléculaires utilisant des marqueurs moléculaires
comme les microsatellites. Dans cette thése, ces deux approches ont été utilisées pour explorer
I’évolution de la variabilité¢ génétique et I’efficacité du programme de conservation des
outardes marocaines (Cuu) au sein de I'IFCDW.

L’¢étude du pedigree a permis de décrire pour la premiere fois, les tendances de la
variabilité¢ génétique chez les outardes Houbara élevées en captivité depuis la création de
I’IFCDW en 1993 jusqu’a 2004. L’analyse des fichiers généalogiques ou studbooks a révélé

une histoire récente et une généalogie peu profonde du cheptel étudié. Cette faible qualité



156

d’information est aussi confirmée par le nombre d’équivalents-générations (0.8 < ge < 2.05).
Les critéres générés de la probabilité d’origine des geénes ont dénoté I’absence de goulots
d’étranglement dans le stock étudié. Ceci a été mis en évidence par les valeurs relativement
similaires et équilibrées des nombres d’ancétres efficaces (fa) et ceux de fondateurs efficaces
(fe). En revanche, des fluctuations des nombres de génomes fondateurs (fge) au cours des
générations ont été détectées. Ces instabilités des (fge) sont vraisemblablement, la
conséquence de la dérive génétique au sein du cheptel.

L’intervalle de génération a connu une augmentation progressive depuis la phase de
fondation et a pu mettre en valeur les efforts fournis quant a la limitation de la dépression de
consanguinité, surtout entre 1995 et 2002. La bonne stratégie de I'IFCDW a inclure au
programme d’insémination artificielle, des individus sauvages en 1996 et 1998, a joué
favorablement pour le flux génique et par conséquent, a pu limiter I’apparition de la
dépression de consanguinité.

Le dispositif d’établissement des pedigrees a permis aussi d’évaluer a posteriori le
coefficient de consanguinité, le coefficient de parenté et le taux d’accroissement de
consanguinité, en plus de comparer plusieurs méthodes pour calculer 1’effectif génétique

(N,). Ce dernier parametre a été évalué a 45 individus reproducteurs pour une population

ayant un intervalle de génération de 4.64 années. Selon les directives et les recommandations
de la FAO (1998) et afin d’esquiver le phénoméne de dépression de consanguinité, la taille
efficace d’une population doit étre supérieure ou égale a 50 et son taux d’accroissement de
consanguinité inférieur ou égal a 1% par génération. Néanmoins, en 2004 des valeurs et des
niveaux relativement élevés ont été calculés pour le nombre d’individus consanguins (n = 7)
et le coefficient de consanguinité moyen (1.61%). De méme, 1’estimation de I’accroissement

en paire du coefficient de parenté (Ac) et du taux d’accroissement réalisé de consanguinité

(F) pour la population référence (RP) étaient autant élevées avec des valeurs de 1.297% et
de 1.125% respectivement.

Devant cette réalité alarmante, plusieurs explications peuvent émerger: soit il y a un
abus de ’opération des accouplements, soit une non-maitrise de la technique d’insémination
artificielle ou tout simplement, une absence voulue de planification des croisements surtout
quand le but principal du responsable de 1’¢levage favorise juste la production et le nombre
d’oiseaux (quantité) et non pas la conservation et le maintient de la diversité¢ génétique

(qualité).
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Toutefois, la méthodologie fondée sur I’analyse du pedigree s’est montrée
¢conomique, facile et peu coliteuse car elle s’articule uniquement sur 1’étude profonde des
livres et des chartes généalogiques. Pour mieux devancer les programmes et les stratégies de
conservation a court et a long terme, il est pourtant recommandé, dans le cas des structures
généalogiques peu profondes ou ayant des histoires démographiques récentes, de compléter ce
type d’études par une approche analysant les variations alléliques et donc, la diversité

génétique par des marqueurs moléculaires (Boichard ef al. 1996) (Voir chapitre V).

= Applications a la gestion et a la conservation ex-situ de I’espéce d’outarde Houbara

marocaine

La gestion de la variation génétique est primordiale aussi bien pour les especes
critiques, celles vulnérables ¢levées en captivité dans des réserves, des parcs aquatiques, des
zoos, des jardins botaniques, que pour les espéces animales sauvages vivant dans leurs
milieux originaux et naturels (in-situ). Dans les systémes de reproduction et d’élevage en
captivité, le recrutement régulier de nouvelles populations sauvages est souvent bénéfique
pour un maintient stable et durable de la variabilité génétique. Cependant, les populations
fondatrices sauvages peuvent étre spatialement structurées et fragmentées et cette
différenciation, en cas de populations finies et isolées, peut conduire a I’apparition de
consanguinité¢ et a 1’homogénéité génétique et par conséquent, a la détérioration de la
variabilité génétique globale.

Chez les outardes Houbara élevées en captivité, 1’utilisation des marqueurs
moléculaires sélectivement neutres a permis une meilleure évaluation et quantification de la
diversité¢ génétique (i.e: diversité génique et allélique) et de ses composantes intra et inter-
populationnelle. En conséquence, plusieurs conclusions ont émergé et se sont montrées
efficaces pour les priorités et les politiques de conservation ex-situ de I’espéce. Contrairement
au résultat généré dans le chapitre I sur les populations marocaines de Boudnib, d’Erfoud,

d’Errachidia et de Laayoune, le coefficient de différentiation F;, global a indiqué une légére

structuration a ’intérieur du nouveau cheptel étudi¢ dans le chapitre V. Les calculs de la
diversité¢ génétique totale et de chaque population ont montré que les populations sauvages
d’Errachidia, de Boudnib et CO6 posseédent le plus de diversité par rapport a la population
sauvage d’Erfoud et Captive de (1995-2004). Les valeurs moyennes d’apparentement et de

consanguinité¢ ont confirmé ’origine de la population Captive issue de celles sauvages du
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plateau Erfoud-Errachidia-Boudnib. La partition de la diversité génétique totale a également
rendu facile I’optimisation de la contribution de chaque population a un pool génétique
artificiel ayant le maximum de diversité génétique. Selon Eding et al. (2002), Fernandez et al.
(2003) et (2008) et Fabuel et al. (2004), le choix de la valeur du facteur populationnel A
dépendra de 1’objectif et du but final a atteindre dans cette optimisation. En effet, si I’on vise
une réponse a la sélection a court terme, les alléles les plus fréquents et les plus communs
doivent étre favorisés, dans ce cas, le parameétre A prendra de petites valeurs. Dans la situation
inverse, si I’on veut maintenir et conserver les alléles privés dans la population artificielle, le
facteur A doit prendre des valeurs plus grandes.

Dans une perspective plus générale de conservation et de gestion du troupeau
d’outardes de I'IFCDW notamment, si ’objectif final de conservation est de maintenir la
diversité inter-populationnelle, la population sauvage CO6 et celle Captive seront les plus

favorisées car:

(1) Elles sont les plus distantes (D;; = 0.986)

(i1) Les proportions de contribution a une population synthétique sont

considérables (49.1% et 44.1% pour une valeur de A = 0).

Cependant, plus de vigilance s’impose durant les opérations de croisements afin d’esquiver le
risque de dépression d’exogamie. Dans le cas ou la stratégie et les priorités de conservation
opteraient pour la préservation de la diversité intra-populationnelle, la population d’Errachidia
et celle sauvage CO6 devraient étre favorisées vu leurs importantes proportions de
contribution pour (A =2 et A =15).

En pratique également, 1’approche la plus adoptée aussi bien pour le maintien de la
diversité génétique, que pour la restriction et la limitation de la dépression de consanguinité,
est celle visant a optimiser les contributions parentales a la génération suivante via la
minimisation de ’apparentement global d’une métapopulation (Ballou & Lacy 1995). Cette
stratégie conduit a une maximisation de la diversit¢é génétique globale en termes
d’hétérozygotie espérée et de taille efficace de la population (Fernandez & Toro 1999 et Saura
et al. 2008).

En réalité, a la sélection des parents géniteurs, doit s’ajouter le systéme des
croisements pratiqués en captivité, étant donné que la structuration et la différenciation

génétique dans une métapopulation est directement liée au type de régime d’accouplement
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appliqué (circulaire, rotationnel...efc.). Toutefois, I’impact de ce dernier sur la maximisation
de la diversité génétique demeure généralement moins important que la contribution des
parents géniteurs.

Finalement, la diversité allélique et génique constituent deux critéres importants, qui
ne sont pas nécessairement équivalents mais, qui sont complémentaires surtout quand il s’agit

de la préservation de la diversité génétique et de 1’identification des unités de conservation.

C/ Retombées socio-économique, culturelle et environnementale

L'outarde Houbara est une espéce d’intérét régional, national et international qui
constitue une ressource naturelle avec des valeurs, socio-économique, culturelle et

environnementale.

= Valeur socio-économique

Selon la FAO (2006), des races et des variétés bien adaptées a des environnements
locaux et régionaux spécifiques pourront certainement répondre aux besoins physiques,
économiques et culturels des populations humaines. Dans un pays en voie de développement
comme le Maroc, la maitrise sous les conditions de captivité, des techniques de reproduction
artificielle des outardes Houbara a facilité¢ dans un premier lieu 1’¢levage et la domestication
de cette espece. Une bonne gestion génétique et environnementale de la ressource pourra
ensuite, assurer la réalisation des programmes de conservation et 1’¢laboration des stratégies
d’exploitation durable, surtout dans les régions rurales au Sud et a I'Est du Maroc ou les

ressources animales considérées comme source de nourriture sont tres limitées.

= Valeur culturelle (en relation avec la fauconnerie)

La chasse des outardes Houbara a l'aide de faucons est une tradition de longue date
chez les Arabes (Meinertzhagen 1954 et Upton 1989). Ce patrimoine et héritage culturel a été
pratiqué au Maroc méme avant l'apparition de I'Islam (Tazi 1980). Les monarchies et les
civilisations marocaines s’intéressaient aussi a la fauconnerie et la considéraient comme un
sport noble et traditionnel (de Castries 1918-1935). De nos jours, la chasse au vol est encore
pratiquée dans la région des Doukkala (El Jadida) par la tribu des Chorafa QUASSEMS. Afin

de conserver la pratique de cet art ancestral, des autorisations de chasse sont délivrées par Le
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Haut Commissariat des Eaux et Foréts et la Lutte Contre la Désertification aux associations
des fauconniers comme 1’Association Marocaine des Fauconniers Al Noubala (AMFN) dont
le Président d’honneur est le Prince Moulay Rachid.

Malheureusement actuellement, 1'un des principaux facteurs ayant mené au déclin
rapide de I’outarde Houbara au Maroc est la chasse excessive, non-rationnelle et illégale. En
effet, loin des principes nobles de la tradition séculaire de fauconnerie, certains fauconniers
des pays du Golfe emploient en plus des faucons, des équipages sophistiqués constitués de
véhicules 4X4, de camions et de fusils pour 1’abattage et la poursuite des outardes Houbara,
proie préférée des rapaces et leurs maitres (Voir annexe).

Il est nécessaire de signaler aussi que malgré le statut vulnérable de I’espece
marocaine, aucune mesure législative ou réglementaire particuliére ne traite le cas de cette
ressource cynégétique en péril. Plus d’efforts devraient étre fournis dans ce sens et d’autres
¢tudes devraient étre menées pour rétablir 1'équilibre entre cette ressource naturelle et la
pratique de la fauconnerie puisque, seule une utilisation durable et une gestion raisonnable des
outardes Houbara participera a la préservation, au développement et a la transmission de la

fauconnerie au sein des populations humaines.

= Valeur environnementale (en relation avec la sensibilisation du public)

La préservation et la conservation de la faune est la responsabilité des gouvernements,
des communautés scientifiques, des entreprises et des particuliers. La promotion du
développement durable et le succes des politiques de conservation dépendent en partie de
I’éducation et de la sensibilisation du public. Malgré 1’absence de donnée spécifiques
(officielles) et/ou de statistiques récentes et actualisées sur les outardes Houbara marocaines,
ce genre de projets de recherche a permis d'améliorer nos connaissances scientifiques sur la
biologie et I'évolution de cette espece. Il pourra également contribuer a la sensibilisation du
grand public en général et des communautés bédouines en particulier a I'environnement, a la
biodiversité¢ et a la vulnérabilité de l'espéce Houbara afin de les impliquer ainsi dans le

processus de protection de la faune et des écosystémes (Voir annexe).
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PERSPECTIVES & RECOMMANDATIONS
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A/ Perspectives

Les résultats de nos recherches se sont montrés prometteux pour une bonne et durable
exploitation des outardes Houbara et les applications des différentes méthodologies devraient
convaincre et conquérir les décideurs et les responsables dans le domaine scientifique, de

I’environnement et de I’élevage conservatoire.

Parall¢lement, il serait intéressant d’approfondir le travail sur les caractéristiques de
croissance par une ¢étude sur la dynamique de croissance relative chez les outardes €levées en
captivité selon des régimes nutritionnels variés. Ceci permettrait de suivre et d’évaluer 1’effet

de la sélection artificielle sur les individus captifs.

Il serait aussi envisageable de poursuivre la recherche sur le lien entre la diversité
génétique et la valeur sélective (fitness) pour certains traits génétiques d’intérét comme : la
fertilité, la qualité et la quantité des spermatozoides, la qualité et la quantité des ceufs, la

viabilité, la résistance aux maladies...efc.

Les résultats préliminaires sur le CMH sont trés encourageants et méritent d’étre

publiés et partagés avec la communauté scientifique, une fois le projet serait achevé.

L’outarde Houbara présente une valeur ajoutée et des potentialités considérables au
tourisme écologique, désertique et respectueux de 1’environnement. Une telle initiative
permettra 1’élaboration de projets tels que :

e Lamise en place d’espaces de comptage et d’observation d’oiseaux a 1’état sauvage
e La création des parcs récréationnels offrant des tournées guidées sur les différentes
techniques de conservation ex-situ et in-situ de 1’espéce.
Ce genre de projets visant un tourisme vert et durable sera bénéfique pour les populations
locales. En effet, il permettra un partage du savoir et des revenus et par conséquent, il

favorisera I’engagement et 1’adhésion aux responsabilités environnementales.
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B/ Recommandations

L’outarde Houbara est une ressource naturelle qui constitue une valeur effective pour

I’humanité et pour les écosystémes. Pour ce, il sera vivement conseillé de :

e Elaborer un programme national de recensement et de monitorage des populations
sauvages

e Promouvoir les programmes de recherche scientifiques sur I’espece et encourager les
formations techniques ainsi que les publications scientifique en relation avec sa
gestion durable et sa conservation in-situ et ex-situ

e Encourager la coopération et le partage des expertises entre les centres de recherche,
les universités, les institutions et les ONG se basant au Maroc, pays d’origine et
fournisseur de la ressource naturelle

e Adopter des mesures pour les centres privés d’élevage et de production, en vue de
réserver des troupeaux viables et de bonne qualité (quotas) pour la réhabilitation de

I’espéce dans son milieu naturel.
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GLOSSAIRE

Adaptation : Evolution d’une ou de plusieurs caractéristiques héréditaires phénotypiques

particuliéres en réponse a une pression sélective spécifique.

Ancétre : Un des deux premiers parents non apparentés a la génération 0.

ADN (acide désoxyribonucléique) : Macromolécule composée d’une double chaine de
nucléotides liés entre eux et dont le sucre est le désoxyribose. C’est le support de toute

I’information héréditaire.

Alléle : Forme d’un géne donné.

Alléle nul: Allele non exprimé et donc ne présentant aucune bande sur un gel durant

1’¢électrophorese.

ARN (acide ribonucléique) : Acide nucléique simple brin composé d’un sucre ribose et

d’une base azotée Uracile.

Bootstrapping (Efron 1979) : Approche statistique évaluant les paramétres de variance en
rééchantillonnant d’une fagon aléatoire (avec ou sans remplacement) les différents

constituants de la base de données considérée.

Chromosome : Arrangement linéaire de génes et d’ADN associés a de I’ARN et des

protéines histones.

Coalescence : Théorie développée pour répondre aux questions en relation avec la génétique
des populations. C’est un concept purement rétrospectif qui vise a retracer et reconstruire
I’histoire évolutive et généalogique des genes, selon des modeles mutationnels particuliers et

ce, jusqu’a leur ancétre commun le plus récent (MRCA : Most Recent Common Ancestor).

Cohorte : Groupe d’individus sélectionnés et nés durant la méme année.

Couple reproducteur : Paire d’animaux composée d’une femelle et d’un male qui coopérent

pour procréer.
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Différenciation génétique : Mesure de 1’allocation de la variation génétique a I’intérieur
d’une espeéce ou entre ses populations et ses groupes. Les espeéces exhibant un niveau
considérable de différenciation génétique montrent une grande variation entre les populations

et les groupes.

Dispersion : Mouvement d’un animal depuis son site de naissance ou de nidification

(dispersion natale) a un ou plusieurs sites de reproduction (dispersion de reproduction).

Diversité ou richesse allélique : Nombre d’all¢les par locus.

Effet fondateur: Evénement qui se produit lorsqu’une population restreinte d’individus issue
d’une population infinie, migre pour former une nouvelle population. Cette population
nouvelle et finie ne contient qu’une partie de la variété génétique totale de la population
d’origine. L’effet fondateur conduit souvent a une perte de la diversité génétique, I’extinction

des alléles, la dérive génétique et ’augmentation de la consanguinitg.

Effet Wahlund (Wahlund 1928): Echantillonnage d’une seule population qui est en fait
structurée et composée de plusieurs sous-populations aux flux géniques limités entre elles. Ce

genre d’échantillonnage conduit a ’apparition du déficit en hétérozygotes (F,, >0) par

rapport a 1’équilibre de HW.

Facteur stochastique : Facteur aléatoire (par chance) et non-déterministe (non li¢ aux

activités humaines).

Fondateur : Ancétre aux parents inconnus.

Fréquence allélique ou génique : Nombre d’un alléle donné sur le nombre total d’alleles

existant dans la population a un locus étudié.

Fréquence génotypique : Nombre d’individus d’un génotype par rapport au nombre total

d’individus de la population.
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Géne : Séquence nucléotidique spécifique d’ADN codant pour une protéine, ou un ARNt ou

un ARNTr particulier.

Génome : Matériel génétique complet d’une espéce ou d’un organisme (tous les loci, ADN,

chromosomes et genes).

Génotype : Combinaison d’alléles présents a un locus donné chez un individu donné.

Haploidie : Etat de cellules ou d’organismes ne possédant qu’un seul jeu de chaque

chromosome.

Haplotype : Composition de geénes ou de séquences d’ADN héritée et située sur le méme

chromosome.

Hétérozygote : Individu avec deux alleles différents a un locus donné. Le pourcentage des

hétérozygotes dans une une population est appelé hétérozygotie.

Holarctique : Zone biogéographique du globe terrestre incluant le Paléarctique (I’ Afrique du
Nord, le Moyen Orient et le Nord de 1’Asie) et le Néarctique (Amérique du Nord et le

Groenland).

Homozygote : Individu avec deux copies du méme all¢le a un locus donné. Le pourcentage

des homozygotes dans une une population est appelé homozygotie.

Homoplasie : Ensemble identique de caractéres ou de copies d’un locus qui ont évolués dans

des lignées évolutives séparées (donc qui n’ont pas le méme ancétre commun).

IAM (Infinite Allele Model) : Mod¢le de mutation ou un alléle donné peut muter a un autre
allele avec n’importe quelle taille ou nombre de répétitions en tandem au niveau d’un
marqueur microsatellite. Selon ce mode¢le, toutes les mutations sont nouvelles et n’étaient

jamais présentées dans la population auparavant.
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Isolation par distance (Wright 1943): Réduction de la valeur du flux génique (migration)
dans les espéces aux faibles pouvoirs de dispersion a cause de la séparation spatiale entre

leurs populations soit en présence ou en absence de barriéres géographiques.

Locus : Position d’une région d’ADN sur le chromosome ou sur le géne.

Métapopulation : Groupe de populations de la méme espéce partialement ou temporellement

séparées qui réagissent réciproquement entre elles.

Méthode Monte Carlo par Chaine Markov (MCMC pour Markov Chain Monte Carlo) :
Modele mathématique de simulation appliqué sur des systémes stochastiques en cas
d’échantillonnages a partir de distributions de probabilité. Les méthodes d’échantillonnage se
basent sur les chaines de Markov qui ont pour lois stationnaires et invariables les distributions
a échantillonner. La propriété Markovienne est fondée sur une position spatio-temporelle a
telle sorte que 1’état présent de la chaine Markovienne ne doit dépendre que des états passés

les plus récents : La chaine de Markov de premier ordre.

Mitotype : Haplotype mitochondrial.

Modzéle en ile de Wright (1931) : Mode¢le de structuration populationnelle remplissant les
conditions suivantes : nombre infini de populations échangeant par chaque génération des
migrants entre elles avec un méme taux de migration, il n’y a pas de sélection, ni de mutation

et les populations sont en équilibre (dérive génétique-migration).

Mode¢le mutationnel a nombre infini de sites (Kimura 1968) : Mod¢le étudiant 1’histoire
évolutive de trés longues et infinies séquences d’ADN. Chaque séquence possede d’infinis
sites nucléotidiques pouvant connaitre des mutations aux mémes infinitésimales et trés faibles
probabilités. D’aprés ce modele mutationnel, toute nouvelle mutation se produit a un nouveau
site qui n’a encore jamais €té touché par une mutation. Ceci augmentera le nombre de sites
polymorphes S (segregating sites) a telle sorte qu’au niveau de chaque site, seulement deux
¢tats sont possibles : 1’état ancestral ou I’état muté. Il importe de signaler aussi que les

séquences sujettes de ce modele de mutation ne connaissent pas d’événement d’homoplasie.
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Modélisation : Description d’un systeme utilisant des théories, concepts et langages
mathématiques. Les modeles mathématiques sont crées pour prédire et anticiper un certain

événement ou une certaine situation.

Nucléotide : Composé organique constituant le monomére d’ADN ou d’ARN et contenant un
groupement de phosphates, un sucre pentose et soit une base azotée pyrimidique (Cytosine,

Thymine ou Uracile), soit une base azotée purique (Adénine ou Guanine).

Panmixie : Croisement au hasard entre individus d’une population donnée.

Phénotype : Caractéres ou traits observables d’un organisme suite a 1’interaction entre

I’environnement et le génotype.

Pléistocéne : Epoque géologique s’étendant de 2 588 000 a 11 700 années (Wikipédia).

Polyandrie : un systéme de reproduction ou une femelle s’accouple avec plusieurs males

(polygamie).

Polygynie : Systeme de reproduction ou un male s’accouple avec plusieurs femelles

(polygamie).

SMM (Stepwise Mutation Model) : Mutation qui cause la perte ou le gain d’une seule

répétition en tandem au niveau d’un marqueur microsatellite.

"Stepping-stone' model ou modéle de pierres japonaises de progression (Kimura 1953
et Kimura & Weiss 1964) : Un des mode¢les justifiant le phénomeéne stochastique de
migration. Dans les populations naturelles, les individus sont souvent distribués d’une fagon
plus ou moins discontinue et forment des démes ou des colonies adjacentes qui peuvent
montrer des différenciations et des structurations génétiques entre elles. Il existe des modeles
stepping-stone unidirectionnels et bidirectionnels. Par exemple selon le dernier mode¢le, a
chaque génération un individu peut migrer entre les différentes colonies en un ou plusieurs

étapes et ce, dans les deux directions : ... € m-2€¢m-1<ndividu 2m+12>m+2-> ...
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Unités désignables (DU pour Designatable Units, Green (2005)) : Toute unité biologique
replissant les quatre conditions suivantes : i) classée taxonomiquement comme sous-espece ou
variété, ii) considérée comme unité génétiquement distincte soit par des marqueurs
microsatellites, allozymes, séquences d’ADN...efc., soit par son histoire de vie, soit par sa
morphologie, soit par son comportement, iii) séparée dans son aire de répartition par un
obstacle géographique et iv) occupant des écozones ou des zones biogéographiques

particulieres et donc considérée comme une unité biogéographiquement distincte.

Vicariance : Séparation par des événements environnementaux (e.g . barrieres géographiques
telles que : un fleuve, une mer ou une montagne) des taxons ou des populations apparentées
qui précédemment occupaient des zones plus ou moins continues. Cette division conduit a la

différenciation populationnelle.

(N.B : La majorité de ces définitions est génerique, le reste ce sont des reformulations d’apres :
Wahlund 1928, Wright 1931 et 1943, Kimura 1953, Frankham et al. 2002, Lowe et al. 2004, Green
2005, Griffiths et al. 2007 et/ou d’aprés [’encyclopédie virtuelle Wikipédia).
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ANNEXES & PHOTOS
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L’outarde Houbara marocaine

Photo 1: Une femelle avec ses poussins, 2 : Un male en pleine parade nuptiale, 3 : Un
individu portant un radio émetteur sur son dos, 4 : Une outarde Houbara apres son relacher au
désert, 5: Un nid d’outarde Houbara avec trois ceufs, 6 : Deux poussins sauvages, 7 : Un

troupeau d’outardes Houbara élevé en captivité. (Les photos 2 et 7: © IFCDW et 1, 3, 4, 5 et 6 : © DERS/ au
désert).
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Les forces affectant la variation génétique des populations finies et infinies

Mutation

C’est le processus qui crée la variation héréditaire dans un géne ou un ensemble de
chromosomes différents du type sauvage. Les mutations sont généralement créées par des
erreurs durant la réplication de I’ADN ou par des agents environnementaux. Cependant, la
quasi-totalité des mutations est silencieuse ou neutre et donc sans effet néfaste. La mutation

est une faible force évolutive en raison de son taux qui est souvent tres petit.

Flux génique (migration ou dispersion efficace)

C’est la proportion des génes nouvellement migrés dans une population. Ce processus évolutif
(li¢ également a I’effet fondateur) favorise le brassage et I’homogénéité génétique des
populations et donc, freine leur structuration et différenciation causée par la sélection
naturelle et par la chance. Quand la migration interagit avec la sélection et la dérive génétique,

elle affecte aussi le potentiel d’adaptation et la viabilité des populations.

Taille efficace de population et goulots d’étranglement

La taille efficace d’une population N, réfere au nombre d’individus qui se reproduisent et

contribuent par leurs alleles et génotypes a la génération suivante. Les populations naturelles
peuvent connaitre des réductions séveres et instantanées dans leurs N,. Cet événement
démographique est appelé goulot d’étranglement (ou bottleneck). Méme si la taille de la
population peut rapidement étre récupérée, la variation génétique reste faible jusqu’a un

nouveau rétablissement par des événements tels que le flux génique et/ou la mutation.

Dérive génétique

C’est le changement ou les fluctuations des fréquences alléliques au sein d’une population au

cours du temps comme conséquence des échantillonnages aléatoires des gameétes a chaque
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génération. La variation génétique (I’hétérozygotie en particulier) est perdue par dérive

. 1 .
génétique de N par chaque génération.

e

Dépression d’endogamie et d’exogamie

La dépression d’endogamie (ou de consanguinité) est la réduction des performances sexuelles
et de survie a cause de la réduction rapide de la taille d’une population par dérive génétique
et/ou a cause de ’expression des alleles délétéres défavorables en état d’homozygotie suite
aux croisements entre individus apparentés. La réduction de la valeur sélective ou de fitness
peut étre aussi observée dans le cas des accouplements entre des individus éloignés

géographiquement et génétiquement, c’est la dépression d’exogamie.
Sélection naturelle
La sélection est considérée comme le moteur de 1’évolution qui décrit I’influence de certaines

conditions environnementales permettant et favorisant la survie d’un type particulier de

phénotypes ou de génotypes chez la descendance.

FOR A FAIR SELECTION
EVERYBODY MAS To TAKE
THE SAME EXAM: PLEASE

CLIMB THAT TREE
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Education environnementale

Parall¢lement a cette formation doctorale, plusieurs activités ont été faites, incluant :

- Un stage de formation en génétique et biologie moléculaire pour un étudiant
universitaire (niveau : Masters) en vue de son insertion a la faculté de Laval au Canada
en 2010.

- Un stage de fin d’études en génétique des populations en tant qu’outil de gestion des
stocks d’¢levage de I’outarde Houbara en faveur de deux ¢étudiants universitaires de la
facult¢ des Sciences Semlalia en 2011 (niveau: Licence professionnelle, Pr.
encadrant : Mohamed Znari).

- Un stage de fin d’études en génétique pour un étudiant universitaire de la Faculté des
Sciences d’Agadir en 2011 (niveau : Masters, Pr. encadrant : Mohamed El Hafa).

- En plus de plusieurs séances éducatives et scolaires pour des groupes d’étudiants et de
professionnels de différents lycées et institutions (Institut Agricole et Vétérinaire,
Qalam, Staff de 'IFCDW...etc.).
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La fauconnerie : hier et aujourd’hui
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Autres informations en relation avec cette thése

Candidature au Grand Prix Hassan II pour I’Invention et la Recherche dans le domaine

agricole en 2010 (Dossier No. : 3935).

Obtention de la Bourse de Mérite de la Banque Islamique de Développement en 2009
dans le domaine de Biotech/GenEng./Environment (Dossier No.: 50/MOR/P30).

Pourtant, pour des raisons professionnelles, la doctorante n’a pas pu en bénéficier.

Stages de formation dans le cadre du "Projet du taux de croissance et allométrie" a
I’unité d’¢levage et de production de 'IFCDW a Agadir et a la station écologique
DERS a Errachidia de Février a Mai 2011.

Participation au "Scientific Advisory Board Meeting" en Décembre 2010 avec une
communication orale intitulée: Patterns of genetic diversity and population structure

of the threatened Houbara subspecies as revealed by microsatellite markers.

Durant le stage au DERS a Errachidia
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