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Dans le but de rechercher quels méca-
N nismes facilitent la coexistence des es-
7 péces cryptiques, nous avons estimé les
divergences génétiques, acoustiques,
iy morphologiques et écologiques entre
\ deux chauves-souris néotropicales du
s )] \ lignage Pteronotus parnellii. La dis-
/1 g tinction entre lignages a été faite an-
térieurement dans d'autres études a
partir de la génétique, la morphologie
et I'acoustique, dans le but de séparer
ces deux espéces qui vivent dans les
mémes cavités en Guyane francaise ;
mais soit la taille d’échantillon était trop
faible quand les données génétiques et
morphologiques étaient disponibles en
méme temps sur les mémes individus,
soit les données diverses étaient collec-

& tées sur des individus différents.
La présente étude a pour objectif pre-
mier de combiner toutes les approches
dans le but de valider les divergences
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génétiques, morphologiques et acous-
tiques entre deux espéces distinctes,
et secondairement de rechercher des
phénomeénes d’hybridation entre ces
espéeces, de méme que les processus
phénologiques et écologiques qui pour-
raient expliquer I'hybridation. Pour cela,
grace a une étude menée en Guyane
francaise de 2010 a 2015, nous avons
utilisé a la fois de I'ADN mitochondrial
et nucléaire (20 microsatellites), des en-
registrements acoustiques, et les me-
sures externes de 748 individus. Nos
résultats ont confirmé les précédentes
découvertes sur |'existence de deux es-
péces séparées de Pteronotus parnellii
en Guyane francaise et suggeérent que
les cavités n'ont pas d'effet sur la struc-
ture génétique de leurs populations.
Le taux tres faible d'hybridation trouvé
pourrait étre expliqué a la fois par les
différences de phénologie de cycle de
vie entre espéces, et des distinctions
acoustiques et morphologiques entre
sexes pour l'une et l'autre espéce. Fi-
nalement, en combinant génétique,
acoustique, morphologie et écologie,
nous avons observé des différences qui
pourraient correspondre a des straté-
gies de coexistence.
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Figure 1.
Pteronotus aliftonus ou rubiginosus

Introduction

Une grande part de la diversité naturelle
est morphologiquement cachée [1].
La détection des especes cryptiques,
especes  génétiquement  divergentes
classées antérieurement comme une seule
et méme espéce du fait de leur similarité
morphologique [1, 2], a augmenté chez
tous les groupes taxonomiques terrestres
et aquatiques et dans différentes régions
biogéographiques|2, 3], grace al'utilisation
d'approches de séquengcage d’ADN a
large échelle comme le barcoding [4, 5].
La découverte de cette diversité cryptique
a eu de profondes implications, a la fois
sur la théorie de I‘évolution et sur les
décisions futures de conservation (voir [6—
8] pour un exemple sur les chauves-souris),
spécialement dans les écosystémes en
danger pour lesquels la biodiversité a
été vraisemblablement sous-estimée. Les
espéces morphologiquement similaires
peuventeneffetvarierdansleurdistribution
géographique ainsi que dans leurs besoins
écologiques ; en conséquence, au sein
d'un complexe d'espéces cryptiques, le
statut de conservation peut différer d’'un
taxon a l'autre (voir [9] pour un exemple
chez I'Entelle des Indes Semnopithecus
entellus).

Méme si ces espéces peuvent étre
facilement identifiées grace a leurs
différences d’ADN mitochondrial (ADNmt),
I'isolement reproductif fait I'objet de peu
de recherche.

Il'y a en effet une hypothése implicite,
selon laquelle la divergence moléculaire
génétique au sein de ces especes
cryptiques peut étre prise comme un
substitut de I'isolement reproductif [10-14].
Alors que des différences substantielles
d’ADNmt au sein d'un taxon en apparence
homogene, sont capables de révéler des
especes cryptiques, cela ne permet pas de
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conclure forcément a l'existence d'especes
distinctes (voir [15] pour une illustration
du danger d'utiliser seulement une
quantité limitée d’ADN pour conclure sur
I'histoire évolutive). Cela peut au contraire
donner un regard sur le passé évolutif
d'animaux ayant divergé, mais constituant
maintenant une population d'individus qui
se reproduisent quand méme les uns avec
les autres. Pour confirmer leur isolement
reproductif, il est nécessaire d'utiliser des
marqueurs nucléaires qui, contrairement
a 'ADN mitochondrial, sont hérités des
deux parents. Cela permet de répondre
a la question de savoir si ces especes
cryptiques se reproduisent entre elles ou
non.

Une autre question importante, en
relation avec la précédente, est de
comprendre comment de véritables
especes cryptiques peuvent maintenir
leur cohésion spécifique dans les zones
de sympatrie. Des mécanismes subtils
d'isolement, comme des systemes de
reconnaissance écologique [16-19],
peuvent avoir évolué, permettant |la
coexistence d'especes cryptiques vivant
en sympatrie. En exemple, on peut citer
Drosophila paulistorum pour laquelle les
semi-especes sont morphologiquement
différentes mais ont différents modes de
chants de parade [20].

Les especes cryptiques sont assez
communes chez les chauves-souris
utilisant |"écholocalisation [21]. Une des
premiéres découvertes majeures porte
sur la Pipistrelle commune (Pipistrellus
pipistrellus) - l'une des chauves-souris
européennes les plus répandues - qui
cache en son sein deux espéces cryptiques
[22], P. pipistrellus et P. pygmaeus
(Pipistrelle pygmée). Bien qu'elles soient
assez similaires morphologiquement, des
divergences écologiques marquées ont
été mises en évidence [23]. La chauve-
souris néotropicale Pteronotus parnellii
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(famille Mormoopidae, sous-genre
Phyllodia) représente également un
exemple remarquable de diversité cachée.
Al'heure actuelle, neuf espéces cryptiques
réparties en Amérique centrale et sur
les Caraibes ont été reconnues au sein
du complexe P. parnellii [24-27]. Les
analyses phylogénétiques des génomes
mitochondriaux suggerent qu’une
séparation s'est produite dans leurs
lignages maternels il y a 1,1 a 2,8 millions
d'années, alors que le complexe entier
aurait partagé un ancétre commun il y a
2,5 a 6,1 millions d'années [24].

En Guyane francaise, la présence de
deux groupes  sympatriques, nommés
Pteronotus sp3 et sp4 (sensu [24, 27],
Figure 1), a été proposée en utilisant
plusieurs outils : génétiques (marqueurs
moléculaires  mitochondriaux  comme
la cytochrome oxydase 1 (CO1), le
Cytochrome b (Cyt b), ou les genes
Dby liés au chromosome Y [24, 25, 28]),
morphologiques[24, 28], et bioacoustiques
[28, 29]. Récemment ces deux groupes
ont été diagnostiqués comme deux
especes distinctes : P rubiginosus,
correspondant a P. sp4, alors que P. sp3
était nommé P. alitonus [27]. Cependant
ces études étaient limitées, soit par le
faible nombre d'échantillons lorsque les
données génétiques, morphologiques
et acoustiques étaient disponibles pour
les mémes individus, soit parce que
ces données diverses étaient collectées
sur des individus différents. Les études
morphologiques n‘ont pas permis de
mettre en évidence des caractéres
diagnostiques pour distinguer les deux
constituants de ce complexe, mais des
différences existent dans leurs fréquences
d'écholocalisation [28, 29] : P. rubiginosus
utilise une fréquence autour de 53 kHz
alors que P. alitonus est autour de 59 kHz.
Nous n’en savons toujours que tres peu sur
ces groupes nouvellement découverts en



termes d'écologie : preferendum d'habitat,
régime alimentaire, emplacement des
colonies, systemes de reproduction,
structure de population et interfécondité ;
ainsi, l'information sur ces nouvelles
espéces est encore de nos jours tres
lacunaire.

Dans cette étude, nous avons fait des
recherches sur des colonies de Pteronotus
sp. dans quatre cavités en Guyane
francaise pendant la période de 2010 a
2015. Nous avons combiné différentes
approches dans le but de rechercher des
divergences génétiques, morphologiques
et acoustiques entre les deux groupes.
Pour la premiére fois nous avons testé si
les groupes identifiés dans les colonies se
reproduisaient entre eux en utilisant des
marqueurs microsatellites autosomaux,
et avons recherché d'éventuels hybrides
dans les populations échantillonnées.
Finalement, nous avons exploré la structure
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Figure 2. lLocalisation des 4 cavites
¢chantillonnées en Guyane francaise.

génétique spatiale de Pteronotus sp.,
notamment le fait que les cavités puissent
avoir un effet sur cette structure génétique
populationnelle.

Pour les études sur I'ADN, nous avons
utilisé le CO1 mitochondrial et développé
un panel de 20 microsatellites spécifiques
dans un multiplex en utilisant la technique
du pyroséquencage 454.

Le but de létude est de faire des
comparaisons exhaustives qui réveleraient
les relations entre les deux groupes, et de
comprendre leur histoire microévolutive -
ce qui pourrait inclure des patrons
d’'hybridation et d'introgression.

Méthodes

Les Pteronotus ont été échantillonnés
sur quatre cavités dans la forét tropicale
humide de Guyane francaise (Figure 2) :
Mathilde (MA), Scierie (SC), Parfums
(PA) et Montagne des gouffres (MG), sur
quatre sessions (fin aolt/septembre 2010,
juillet 2011, juillet 2012, octobre 2015, a
I'exception de MG qui a seulement été
échantillonnée en octobre 2015). Les
distances entre cavités varient de 12 a
15 km entre MA et SC et 80 km entre MA,
SC et PA. MG est distante de 55 km de PA
et 25 km de SC et MA.

Les chauves-souris ont été capturées en
sortie de gites grace a un harp-trap « deux
banks » (AUSTBAT Research Equipment,
Victoria, Australia) dont la surface de
capture estde4m?2 Ellesontété gardéesen
pochons individuels jusqu’a manipulation.
Nous avons sexé puis estimé le statut
reproducteur de chaque chauve-souris a
partir de caractéristiques phénotypiques
(développement des mamelles et des
testicules). Les adultes ont été différenciés
des juvéniles en regardant [épiphyse

Coexistence de deux especes cryptiques de chauves-soruis en Guyane :
apprentissages & partir de la génétique, de I'acoustique et de I'écologie 1 72

O. Filippi-Codaccioni et al.



cartilagineuse des phalanges [30]. Les
adultes étaient classés soit males inactifs
ou actifs, soit femelles inactives, gestantes
ou allaitantes. L'avant-bras a été mesuré
avec un pied a coulisse de précision (a
0,05 mm pres) et la masse prise avec une
balance électronique (précision de 0,1 g).
Les échantillons de tissu ont été collectés
sur le patagium en utilisant un punch a
biopsie de 3 mm de diametre (Kai 354
Industries, Gifu, Japan) et préservé dans
une solution avec 70 % d‘ethanol jusqu’a
extraction de I'ADN. Les chauves-souris
étaient relachées apres les prélevements.

Dix individus ont été choisis au hasard
pour construire un pool d’ADN. Ce pool
a été utilisé pour concevoir les marqueurs
microsatellites en se basant sur la
méthode GS-FLX® [31]. Trente marqueurs
microsatellites ont été choisis parmi le
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Figure 3.

panel de 3487 marqueurs identifiés. Pour
plus de détails sur la méthodologie, voir
[32].

Sur les 1349 Pteronotus capturés, 748
ont été génotypés sur 20 marqueurs
microsatellites. Pour plus de détails sur la
méthodologie voir [32].

Dans le but d'attribuer chaque individu
a une espece, nous avons construit
un arbre phylogénétique basé sur les
séquences de CO1 de 80 individus, et
ajouté 28 échantillons provenant d'études
précédentes [24, 25, 27], pour lesquels
les séquences de CO1 ont été tirées de
Genebank. Pteronotus gymnonotus et
P. personatus ont été utilisés comme
groupes extérieurs.

L'identification de tous les individus a aussi
été réalisée en utilisant les microsatellites
développés spécifiquement pour
Pteronotus, en utilisant le logiciel bayésien

Harp-trap « deux banks » positionné en sortic de cavité naturelle, en foret.
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STRUCTURE 2.3.4 [33, 34], ce procédé
permettant également la détection
des hybrides. Pour ce dernier objectif,

nous nous avons aussi utilisé le logiciel
NEWHYBRIDS 1.1 [35].

La richesse allélique et les estimateurs de
F..de Weir and Cockerham'’s pour chaque
espéce ont été estimés en utilisant FSTAT
2.9.3.2 [36]. Dans le but de tester le role
des cavités dans la structuration des
populations de chauves-souris, les F_
entre paire de cavités ont également été
calculés.

Finalement, le biais de dispersion
spécifique au sexe a été testé a partir
de lanalyse des F_ (une plus faible
différentiation génétique entre colonies
est attendue pour le sexe qui disperse
le plus) [37]. Un millier de randomisations
a été fait pour chaque espéce, ainsi que
des tests unilatéraux placant le male ou la
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Figure 4.

femelle comme sexe dispersant.

Seuls les adultes ont été pris en compte.
Une ANOVA a été appliquée sur les
données afin de déterminer s'il y a des
différences de longueur d'avant-bras (AB)
entre sexes et entre especes. Parce que
le dimorphisme sexuel peut étre différent
entre especes [24, 27], nous avons testé
I'effet du sexe en comparant les modéles
Sex*Group et Group a l'aide d'un test de
Fisher (le groupe représente l'espece).
Rejeter I'hypothése nulle révelerait la
présence d'un dimorphisme sexuel dans au
moins une espece. Dans ce cas, des tests t
post-hoc comparant méles et femelles
ont été appliqués pour chaque groupe
indépendamment, et I'hypothése que le
dimorphisme sexuel soit identique d'une
espéece a l'autre a été testée en comparant
les modeles Sex*Group et Sex+Group.

La masse corporelle des individus n'a
pas été analysée, a cause de la grande

Poste de travail sous moustiquaire, en foret, & proximité des cavités.
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variabilité due au moment de capture
(avant ou aprées alimentation en chasse), et
a la période (état de gestation).

Les analyses statistiques ont été faites avec
Rversion 3.3.3, et le seuil de la signification
statistique a été fixé a 5 %.

Les cris d'écholocalisation ont été
enregistrées en 2015 sur 262 Pteronotus
tenus en main ; cette méthode est la
seule facon d'obtenir les fréquences
propres des individus, non décalées par
leur vitesse de vol, les taxons étudiés
utilisant des signaux sonar de structure
« FM ascendante - FC - FM descendante »
(Figure 7) correspondant a la technologie
sonar de détection des mouvements grace
a I'effet Doppler [38]) ; les individus étaient
positionnés a 30 cm du microphone d'un
détecteur d'ultrasons Pettersson D240X
(Pettersson  Elektronik ~ AB, Uppsala,
Sweden). Les signaux en expansion de
temps x 10 étaient collectés grace a un
enregistreur ZoomH2 (Zoom Corporation,
Japan) dontlafréquence d’échantillonnage
est de 44,1 kHz, puis analysés avec le
logiciel BatSound Pro 3.4 (Pettersson
Elektronik AB, Uppsala, Suéde) a partir
des spectrogrammes (Hanning window,
fenétre FFT 512 points). Deux a cinq cris
ont été analysés par chauve-souris ; la
fréquence du maximum d‘énergie de la
partie fréquence constante (FME-FC) a été
mesurée grace a une densité spectrale sur
I'harmonique contenant le plus d'énergie
[27]. Parmi les individus génotypés une
ANOVA été appliquée afin d'évaluer les
différences de FME-FC entre groupes et
sexes. La procédure statistique décrite
plus haut pour la longueur d'avant-bras
a été suivie pour les valeurs de FME-FC ;
cing points hors-norme ont été identifiés
dans le groupe A pour les males (valeurs
trés basses comparées au reste de
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I'‘échantillon) et ont été enlevés du jeu de
données pour l'analyse.

Dans le but d'appréhender les périodes
de reproduction des deux groupes de
Pteronotus, nous avons analysé le statut
de reproduction de chaque individu et
leur age (juvénile versus adulte) pendant
la période de relevés.

Résultats

La reconstruction phylogénétique
(Figure 5) a montré que les 80 individus
de Pteronotus échantillonnés dans cette
étude forment deux groupes bien distincts
correspondant a P. alitonus (hommé ici
Pteronotus B) et P. rubiginosus (nommé
ici Pteronotus A), précédemment mis en
évidence par [24, 27, 28].

La divergence des séquences était tres
faible au sein de chaque groupe A et
B (respectivement 0,15 % et 0,77 % en
moyenne) mais beaucoup plus grande
entre groupes (5,72 %).

Nous avons construit un multiplex de 20
microsatellites qui ont été amplifiés avec
succes pour 748 échantillons de chauves-
souris avec un taux d'amplification moyen
de 98,7 %. Tous les marqueurs étaient
polymorphes, avec un nombre d'alleles
allant de 2 3 17.

Lanalyse STRUCTURE sur les 20
microsatellites a également permis
de détecter deux groupes nettement
différenciés. Parmi les 748 individus
génotypés, 325 appartenaienta Pteronotus
A (P. rubiginosus) et 423 a Pteronotus B
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Relations phylogénétiques parmi les 26 sequences de CO | de Pteronotus extérieures & I'etude,
et 80 sequences de CO | provenant de notre etude. Les ¢toiles représentent les hybrides (n=6
identifiecs comme Pteronotus A & partir de 'ADN nucléaire alors gu'ils comportent de 'ADN mi-
tochondrial de B). Dans le nom des echantillons, les lettres A ou B font réference & I'assignation
nucléaire des individus & une espece ou & une autre, alors que les carrés gris clair font réfé-

rence & l'assignation via 'ADN mitochondrial.

(P. alitonus) (voir Tableau 1).

La diversité allélique des 20 microsatellites
était comparable pour chaque groupe,
mais non identique. Les deux groupes
étaient présents dans chacune des quatre
cavités échantillonnées.

Les deux especes de Pteronotus étaient
significativement différenciées par un
F. de 0,139 [0,104-0,171] 95 %. Les
males de Pteronotus A montraient une
différenciation génétique (F, globale

0,002, p =0,007) et de structure entre
cavités (seulement significative entre PA
et SC). De plus, aucun biais sexuel de
dispersion n'a été trouvé (p > 0,05).

La procédure de simulation basée sur
I’ADN nucléaire nous a permis de trouver
un hybride potentiel, 10 individus avec
un statut indéfini grace a l'approche dite
« conservatrice », et 30 hybrides potentiels
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Tableau 1.

Nombre de Pteronotus A (P. rubiginosus) et B (P. alitonus) génotypés & chaque session de
terrain. F : femelle ; M : male ; NS : non sex¢ ; n(A) : nombre de Pteronotus A ; n(B) : nombre de
Pteronotus B : n : nombre total de Pteronotus.

2010 aoit 0 1 0 1 3 4 10 7 8
2010 septembre 24 |1 97 | O 121 29 | 70 | 2 101 222
2011 juillet 7 1630 70 26 | 37| 0 63 133
2012 juillet 17 132 0 49 48 | 26 | O 74 123
2015 octobre 24 | 54 | 6 84 71 1105] 2 178 262
TOTAL 72 (247 | 6 325 177 (242 | 4 423 748

avec l'approche dite « relachée ».

Aucun hybride n'a été détecté avec le
logiciel NEWHYBRIDS.

Parmi les individus (n = 80) dont I'ADN
mitochondrial a été séquencé, tous les
42 individus assignés a Pteronotus B par
leur ADN nucléaire possédaient de I'’ADN
mitochondrial de B. Par contre, 6 individus
sur les 38 assignés a Pteronotus A par leur
ADN nucléaire ont été trouvés avec de
I’'ADN mitochondrial de B (voir Figure 5).

Des données morphométriques étaient
disponibles uniquement pour 23 des
30 individus identifiés comme hybrides
potentiels avec |'approche relachée.

En excluant ces 23 individus, de méme que
les 6 hybrides identifiés a partir de 'ADN
mitochondrial, Pteronotus A (n=166) avait
une longueur davant-bras de 64,37 mm
(95 % CI [64,13 ; 64,56]) versus 62,06 mm
(95 % CI [61,90 ; 62,22]) pour Pteronotus
B (n=300) (Figure 6). Cette différence
entre groupes était significative méme
apres correction de I'effet potentiellement
confondant du sexe (F = 293,17, df = (1462),
p < 107). La comparaison globale entre
sexes a montré une longueur d'avant-bras
non homogeéne, au moins chez un groupe
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(F = 8,38, df = (2462), p = 2,7.10%).
L'analyse post-hoc a révélé que cet effet du
sexe était significativement différent entre
les deux groupes (F = 5,90, df = (1462),
p = 1,5.107) et se retrouvait uniquement
chez le groupe B (t = 4,07, df = 298, p =
6.10), l'avant-bras étant plus grand chez
les femelles que chez les males ; pour le
groupe A:t=-0,38,df =164, p=0,73.

Parmi les 262 Pteronotus (73 P. A, 171
P. B ; 13 hybrides nucléaires potentiels
identifiés avec |'approche relachée et 5
hybrides mitochondriaux) enregistrés au
microphone, 146 (parmi lesquels 15 sont
des hybrides) ont eu une mesure précise
de la FME-FC avec BatSound.

En excluant les 15 individus hybrides de
l'analyse et les 5 valeurs atypiques du
groupe A, les Pteronotus A (rubiginosus)
émettaient a une fréquence située
autour de 53 kHz (53,73 kHz, 95 % ClI
[53,51 ; 53,96]) alors que les Pteronotus
B (alitonus ; n = 65) émettaient autour de
59 kHz (59,64 kHz, 95 % CI [59,49 ; 59,8])
(Figure 2). Cette différence entre groupes
était significative méme aprés correction
de l'effet potentiellement confondant du
sexe (F = 2080,8, df = (1116) p < 1079).
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Figure 6.

Me¢diane, quartiles et extremes : a) longueur de I'avant-bras (AB) en mm ;
b) frequence d'echolocalisation (FME-FC, en kHz) chez les femelles (F) et chez les males (M)
en fonction du groupe (A = P rubiginosus ; B = P alitonus).

La comparaison globale entre sexes
a montré une différence de FME-FC
dans au moins un groupe (F = 6,32, df
= (211¢), p = 2,4107). Lanalyse post-
hoc a révélé que cet effet du sexe était
significativement  différent entre les
deux groupes (F = 10,68, df = (111¢), p
= 1,410 3). La différence était seulement
significative pour le groupe A (t = 2,92, df =
53, p = 5,2.107), les fréquences étant plus
hautes chez les femelles. Pour le groupe
B:t=-1,37 df =63, p =0,18.

Pour Pteronotus A (rubiginosus),
seulement deux femelles (sur 24) étaient
gestantes en juillet avec une a MA et une
a PA. Une femelle (sur 24) allaitante a été
trouvée en octobre. Aucun juvénile n‘a été
trouvé pendant les sessions de terrain.
Pour Pteronotus B (alitonus), des femelles
gestantes (27 sur 74) et allaitantes (15 sur
74) ont été trouvées en juillet ainsi que des
post-lactantes (33 sur 103) entre fin ao(t et
octobre a MA et PA. Dix juvéniles ont été
capturés en septembre a la cavité PA.
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Discussion

Dans cette étude, la différenciation
moléculaire, acoustique et morphologique
a été analysée chez Pteronotus sp., dans
quatre cavités de Guyane francaise.

En utilisant le CO1 - un marqueur
mitochondrial ~ employé  couramment
pour faire du barcoding d'espéces - notre
reconstruction  phylogénétique  des
Pteronotus a révélé deux haplogroupes
distincts et non recouvrants,
correspondant aux espéces cryptiques
P. alitonus et P. rubiginosus, en accord
avec les résultats précédents [24, 25,
27, 28]. La plus petite divergence entre
P. alitonus et P. rubiginosus est presque
trois fois plus importante (2,7) que la plus
grande divergence au sein du groupe -
une valeur typique pour des différences
interspécifiques chez les mammiferes [5,
40].

Nous avons trouvé une bonne concordance
entre les marqueurs mitochondriaux et
nucléaires microsatellites, indiquant que
les deux lignages d’ADN mitochondriaux
incluent deux groupements génétiques
d’ADN nucléaires.

La valeur de F_, de 0,139 entre
P. rubiginosus (A) et P. alitonus (B) indique
une forte différenciation génétique
de la population sur les 15 marqueurs
microsatellites utilisés.

P. alitonus et P. rubiginosus semblent
avoir une saison de reproduction
chevauchante. Cependant le taux tres
faible de femelles allaitantes et gestantes
de P. rubiginosus par rapport a P. alitonus,
de méme que l'absence de juvéniles chez
le premier, suggérent un léger décalage
de phénologie entre les deux espéces.
D'un autre cbété, nous ne pouvons
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exclure la possibilité que P. rubiginosus
utilise d'autres sites de mise bas que les
cavités (batiments, dessous de pont),
réduisant potentiellement la compétition
avec P alitonus pour les ressources
alimentaires. Lidentification d'une colonie
avec des femelles gestantes (? sur 24) de
P. rubiginosus sous le toit d'une maison de
village en juin 2017 peut conforter cette
seconde hypotheése.

Il a également été suggéré que P. alitonus
préfére chasser dans des foréts plus
denses que P. rubiginosus [27]. Une telle
séparation spatiale d’habitats de chasse
peut réduire la compétition entre les deux
especes et expliquer leur coexistance
dans une méme région.

En comparant la longueur de |'avant-bras
entre les deux especes cryptiques, nous
avons trouvé un large recouvrement de
mesures montrant que les distinctions
d'espéces ne sont pas totalement en
accord avec les différences génétiques
(voir aussi [24, 28, 41]).

Nous avons également montré que
P. alitonus est légerement plus petit que
P. rubiginosus, comme préalablement
rapporté par pe THoisY et al. [28] dans la
méme région géographique et dans
Lorpez-BauceLLs et al. [41] dans une diversité
d’'habitats de [|'’Amazonie brésilienne
centrale.

De facon intéressante, PavaN et al. [27] ont
montré que la différence phénotypique
est supérieure dans les régions ou les deux
espéeces sont sympatriques — un résultat
attendu chez des especes subissant un
déplacement de caractére [27, 42].

De plus, dans notre étude, nous avons
observé que les femelles avaient un avant-
bras légerement plus grand que les males
chez P. alitonus. Un dimorphisme sexuel
a déja été démontré par CLaARE et al. [24]



sur la taille du cerveau (plus gros chez les
males).

Comme précédemment rapporté en
Guyane francgaise, et dans [|’Amazonie
centrale [24, 28, 29, 41], les deux espeéces
cryptiques correspondent a deux types
phoniques distincts — un émettant a des
fréquences de 53 kHz (P. rubiginosus), et
I'autre autour de 59 kHz (P. alitonus). JIANG
et al. [43] et LiN et al. [44] ont suggéré que
des variations de 5 a 7 kHz n'impactaient
pas la capacité a détecter les mémes types
de proies et en conséquence, ne devraient
pas induire [lutilisation de ressources
différentes.

Les deux espéeces occupent les mémes
cavités (qui constituent cependant une
ressource limitante dans laire d'étude),
suggérant qu'elles  coexistent  sans
compétition écologique majeure, que ce
soit pour former des colonies ou pour
chasser, comme déja discuté pour d'autres
especes cryptiques comme Rhinolophus
mehelyi et Rhinolophus euryale [45]. En
conséquence, nous faisons ['hypothese
que les différences acoustiques ont pu
évoluer pour faciliter la reconnaissance/
communication intra et interspécifique,
plutét que pour faciliter le partage des
ressources. L'écart de FME-FC entre les
deux especes integre certainement le
complexe de différenciation par des voies
diverses (morphologie fine, olfaction,
comportement...), et peut contribuer a
I'‘évitement de ['hybridation. Certaines
études ont suggéré que la fréquence
d'‘écholocalisation (par exemple chez
Rhinolophus philippinensis) est associée
avec de l'appariement sélectif, et au
final, a de lisolement reproductif et
de la spéciation, quelles que soient les
barriéres externes au flux génétique [18].
Cependant, une explication neutre d'un

point de vue évolutif concernant cette
différenciation fréquentielle, ne peut pas
étre exclue.

Nous avons par ailleurs trouvé chez
P. rubiginosus des FME-FC plus élevées
chez les femelles que chez les maéles ;
les deux sexes étant de la méme taille,
la loi de l'allométrie ne peut expliquer
cette différence. La technologie Doppler
du sonar de P. rubiginosus, interdit a
un individu donné de varier ses FME-
FC dans de telles proportions (au risque
de sortir de sa fenétre de sensibilité
auditive trés restreinte), en fonction de
son comportement. GriLLIOT et al. [46] ont
noté cette variation chez Eptesicus fuscus,
mais cette espece utilise une technologie
sonar de localisation en distance. Ainsi,
il est plausible de considérer que cette
différence de fréquence entre sexes chez
P. rubiginosus, ait évolué dans un but de
reconnaissance entre sexes, peut-étre
sous pression d'une sélection sexuelle
comme chez Rhinolophus mehelyi [45].

Une hybridation limitée a été mise en
évidence entre les deux espéces en
utilisant les marqueurs microsatellites
seulement 1 individu sur 460 a montré des
signes clairs d’hybridation.

Sur le long terme, cependant, de tels
évenements laissent des traces qui
sont mieux observés dans le génome
mitochondrial : 6 individus sur 80
contiennent des séquences de CO1 de
l'autre espece.

Le résultat le plus intéressant réside dans
le fait que dans tous les cas l'introgression
s'est déroulée de facon asymétrique,
de P. alitonus vers P. rubiginosus (6
sur 38 P. rubiginosus ont de I'’ADN
mitochondrial de P. alitonus alors que
tous les 42 P. alitonus contiennent de
I’ADNmt de P. alitonus). Notre proportion
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d’ADN mitochondriaux hybrides chez
P. rubiginosus (0,158) est supérieure a
ce qui a été rapporté précédemment
par CLARE et al. [24] qui ont seulement
identifié un hybride sur 61 specimens (35
P. alitonus et 26 P. rubiginosus), mais de
fagon similaire, cet hybride portait 'ADN
mitochondrial de P. alitonus (donnant
une proportion d'hybride de 0,04). De
tels résultats ont déja été rapportés chez
les chauves-souris, entre deux espéces
jumelles Myotis myotis et Myotis blythii
[47], ainsi que chez Rhinolophus sinicus
septentrionalis et R. s. sinicus [48].

De nombreux scénarios différents ont
été suggérés pour expliquer I'hybridation
biaisée de I'ADN mitochondrial comme
la  dispersion  différentielle  entre
sexes, une asymétrie dans le choix du
partenaire, une production différentielle
de descendance, des dynamiques
démographiques des especes locales et
colonisantes, de la sélection différentielle,
ou une combinaison de ces effets [49].
Trancher entre ces différentes causes est
complexe mais certaines d'entre elles
peuvent étre discutées afin d'expliquer
cette asymétrie inattendue des lignages
d’ADN mitochondriaux entre P. alitonus et
P. rubiginosus.

En se basant sur l'analyse de nos données
génétiques a l'‘échelle de la colonie, la
dispersion biaisée entre sexes semble
une explication improbable de I'asymétrie
observée puisqu’il n'y a pas de preuve
que les males et les femelles - de chaque
espece - dispersent a des distances
différentes.

Lintrogression unidirectionnelle observée
de I'ADN mitochondrial pourrait refléter
une propension a l'accouplement entre
les males de P. alitonus et les femelles
de P. rubiginosus, mais pas le contraire
(femelles de P. alitonus et males de
P.  rubiginosus). Une telle asymétrie
d'accouplement entre sexes a été

Plume de Naturalistes
1 81 n’2-2018

observée chez les insectes [50] et les
oiseaux [51], mais a notre connaissance,
trés peu de données sur le comportement
de reproduction existent chez les chauves-
souris [52-54] et aucune en particulier
chez nos especes étudiées. Par exemple,
Bocpbanowicz et al. [55] ont proposé que
le comportement de swarming sur les
sites, ou de grands nombres de chauves-
souris appartenant a plusieurs espéces se
rencontrent, soit un facteur important qui
pourrait expliquer I'hybridation.
Etantdonné que les deux espéces étudiées
coexistent dans le méme habitat, forment
des colonies mixtes de maternité dans les
cavités, ont une période de reproduction
semblant se chevaucher, différent par leurs
fréquences d'émissions ultrasonores, ont
un taux extrémement bas d’hybridation
sur les marqueurs microsatellites, on peut
considérer |'asymétrie d'accouplement
entre  sexes comme  anecdotique.
Les différences phénotypiques entre
P. alitonus et P. rubiginosus, a la fois en
taille globale et au regard de la présence
ou l'absence de dimorphisme sexuel [24,
27, 28], pourraient aider les espéeces dans
la reconnaissance de leurs conspécifiques
et participer a limiter I'nybridation. Comme
déja mentionné, la reconnaissance entre
partenaires sexuels peut aussi se faire
via de moyens acoustiques comme
I'‘écholocation.

Enfin, I'asymétrie de l'introgression peut
également survenir si '’ADN mitochondrial
de P. rubiginosus a quelque avantage
sélectif qui encourage cette introgression
dans un environnement alternatif (un
scénario proposé pour expliquer la
propagation de ’ADN mitochondrial dans
une population de lievres [56] ou dans
un contexte génétique différent [57]). Le
génome mitochondrial joue un réle central
dans 'approvisionnement d'énergie pour
les cellules et peut affecter différents
traits d'histoire de vie comme la longévité



et la fertilité, et/ou des comportements
comme l'activité et I'exploration [58]. Un
nombre croissant d'études indique que
I’ADN mitochondrial semble étre soumis
a sélection [59-61] mais les arguments en
faveur de ces hypotheses, jusqu’a présent,
ne sont pas établis pour Pteronotus.
Que I'hybridation asymétrique de I’ADN
mitochondrial se produise a une large
échelle  géographique (plateau des
guyanes) mais a différentes fréquences,
peut cependant apporter un soutien a
cette hypothese.

Pour la premiére fois ces deux espeéces
cryptiques ont été étudiées en utilisant des
microsatellites autosomaux. Ces nouveaux
marqueurs nous ont permis de faire la
lumiére sur la structure génétique des
populations. Dans notre jeu de données,
le niveau de différentiation génétique a
une ampleur supérieure entre especes,
comparée a l'intérieur de celles-ci(F_=0,13
versus F . = 0,002 respectivement),
suggérant |'existence d'un important flux
de génes entre les cavités pour les deux
especes. En conséquence les cavités
n‘apparaissent pas comme des élements
structurants puisque les populations de
P. alitonus et P. rubiginosus semblent
former deux populations uniques couvrant
des distances de plus de 80 km (de la
région des Nouragues a la montagne de
Kaw).

Une explication possible pour ce manque
de structure génétique peut résider dans
le fait que la distance entre cavités est
inférieure a la distance de dispersion des
deux especes. En conséquence lunité
structurante peut étre un ensemble de
cavités plutdt que chacune d'elles.

Conclusion

En accord avec de précédentes études,
les résultats génétiques, acoustiques et
morphologiques justifient la classification
de Pteronotus en deux especes -
P. alitonus et P. rubiginosus - en Guyane
frangaise. Beaucoup de travail reste a
accomplir pour accroitre la connaissance
sur les mécanismes évolutifs qui générent
le processus de spéciation dans ce
complexe de Pteronotus et pour identifier
les causes d'incongruence entre données
mitochondriales et nucléaires.

De plus, il serait crucial d'étudier l'utilisation
de I'habitat et le régime alimentaire
de chaque espéce pour analyser si les
différences de signaux sonar résultent de
la compétition pour la nourriture ou de la
reconnaissance intra spécifique.

Il reste a déterminer la période de
reproduction des deux espéces, de méme
que leurs sites de reproduction.

De futures études devraient également
regarder plus profondément les relations
entre morphologie, fréquence des signaux
sonar et utilisation de |'habitat chez des
populations sympatriques et allopatriques
de Pteronotus.
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Figure 7.
Spectrogramme d'un signal sonar de P ali-
fonus, montrant la structure FMa-FC-FMd.
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