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RESUME

Le chat forestier (Felis silvestris), aprés avoir subi un important déclin au 19°™ siécle,
semble étre actuellement en expansion dans certains pays. L'espéce reste toutefois vulnérable a
plusieurs menaces liées a l'activité humaine. En effet, I'omniprésence de I'homme dans le
paysage européen provoque une perte et une fragmentation de I'habitat du chat forestier, isolant
ainsi des noyaux de population ou la diversité génétique finira par diminuer. Cette proximité
accrue avec les constructions anthropiques engendre un second probléme : I'hybridation avec
le chat domestique (Felis catus). Dans cette étude, nous cherchions a approfondir les
connaissances concernant I'ampleur de ces menaces dans deux pays : la Belgique (Wallonie) et
le Luxembourg. Pour ce faire, nous avons récolté des échantillons de poils grace a des piéges a
poils enduits de teinture de valériane. Ceux-ci ont ensuite été analysés a I'aide de la méthode
SNP. Nous avons utilisé 96 SNPs sélectionnés spécifiquement pour le chat forestier et pour ce
type d'analyse. Un des objectifs principaux était de vérifier la présence d'hybrides. Nous avons
calculé un taux d'hybridation de 6% (N = 63) en Wallonie (principalement la province de Liege)
et de 8% (N = 117) au Luxembourg. Ces taux relativement bas concordent avec les résultats de
récentes études sur le sujet dans I'ouest de I'Europe. Nous avons également mis en évidence
I'existence de deux groupes génétiques distincts au sein des chats forestiers dont nous ne
connaissons pas encore l'origine. La faible différentiation génétique (Dsost = 0.005) entre ces
groupes nous incite a penser qu’ils appartiennent effectivement a une méme grande population
d'Europe centrale occidentale. En analysant les coefficients de consanguinité, nous avons
constaté un risque de dépression de consanguinité plus élevé en Wallonie (Fis = 0.32) qu'au
Luxembourg (Fis = 0.07). Il convient de rester prudent quant a I'interprétation de ces résultats
car les méthodes d'échantillonnage différent dans les deux pays. Nous n'excluons pas la
possibilité d'un biais d'échantillonnage en Wallonie. Le second objectif principal, centré sur le
Luxembourg, consistait a identifier les éléments du paysage qui impactaient la connectivité des
chats forestiers par une approche de génétique du paysage. Nous avons observé que les foréts
et zones agricoles jouaient un role de corridor, tandis que les autoroutes et zones urbaines étaient

des obstacles au flux génétique de I'espéce.



ABSTRACT

The European wildcat (Felis silvestris), after having suffered a significant decline in the
19th century, seems to be currently expanding in some countries. However, the species remains
vulnerable to several threats related to human activity. Indeed, the omnipresence of man in the
European landscape is causing a loss and fragmentation of the European wildcat's habitat, thus
isolating small populations where genetic diversity will eventually decrease. This increased
proximity to man-made constructions creates a second problem: hybridization with the
domestic cat (Felis catus). In this study, we wanted to improve our knowledge of the extent of
these threats in two countries: Belgium (Wallonia) and Luxembourg. To do so, we collected
hair samples using hair traps coated with valerian dye. These were then analysed using the SNP
method. We used 96 SNPs selected specifically for the European wildcat and for this type of
analysis. One of the main objectives was to check the presence of hybrids. We calculated a
hybridization rate of 6% (N = 63) in Wallonia (mainly the province of Liege) and 8% (N = 117)
in Luxembourg. These relatively low rates are in line with the results of recent studies on the
subject in Western Europe. We have also highlighted the existence of two distinct genetic
groups in European wildcats. However, we don’t know their origin yet. The low genetic
differentiation (Dost = 0.005) between these groups leads us to believe that they do indeed
belong to the same large population in Western Central Europe. By analysing the inbreeding
coefficients, we found a higher risk of inbreeding depression in Wallonia (Fis = 0.32) than in
Luxembourg (Fis = 0.07). We must be careful when interpreting these results as the sampling
methods differ in the two countries. We do not exclude the possibility of sampling bias in
Wallonia. The second main objective, focusing on Luxembourg, was to identify landscape
elements that impacted European wildcat connectivity using a landscape genetics approach. We
observed that forests and agricultural areas acted as corridors, while motorways and urban areas

acted as barriers to the gene flow of the species.
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Introduction

INTRODUCTION

1. La fragmentation du paysage et son impact sur la faune

La fragmentation du paysage se définit comme étant le processus par lequel un habitat
continu est morcelé en plusieurs plus petits habitats isolés les uns des autres par une matrice de
nature différente a celle de ’habitat d’origine (Fahrig, 2003 ; Mullu, 2016). La fragmentation
est généralement associée a la perte d’habitat (Fahrig, 2003). Elle trouve son origine dans
I’exploitation des terres par 1’homme, notamment par I’intensification de 1’agriculture,
I’urbanisation et le développement d’infrastructures routiéres (Foley et al., 2005). La
fragmentation et la perte des habitats constituent les principales causes du déclin de la
biodiversité et de I’extinction des especes (Gu et al., 2002). En effet, selon la théorie des
métapopulations, plus les fragments d’habitat sont petits et isolés, plus les taux d’extinction

locale de I’espéce y sont élevés et les taux d’immigration y sont faibles (Mullu, 2016 ; van

Nouhuys, 2016).

La connectivité écologique est essentielle a la survie a long terme d’une espece car elle
induit la dispersion des individus dans I’espace et permet un flux génétique entre les
populations, assurant ainsi le maintien d’une certaine diversité génétique (Beier & Noss, 1998
; Liu et al., 2018). Or, en modifiant la configuration du paysage, I’homme peut créer des
barriéres écologiques qui limiteront ou supprimeront cette connectivité entre les fragments
d’habitat (Le Roux et al., 2014 ; Liu et al., 2018).

Dans le cadre de la conservation d’une espece, il est donc primordial de connaitre son
écologie et son mode de déplacement mais aussi d’identifier les éléments et les modifications
du paysage qui peuvent I’impacter. Ces connaissances permettront de maintenir ou mettre en
place des corridors écologiques afin de conserver la connectivité entre les noyaux de population
(Hartmann et al., 2013 ; Mullu, 2016).

Dans des petites populations isolées, les individus peuvent rencontrer des difficultés pour
trouver un partenaire et se reproduire. Si I’espéce en question se trouve a proximité d’une espece
suffisamment proche d’un point de vue génétique, un autre probléme peut alors apparaitre a la

suite de la pression de I’homme sur I’environnement : 1’hybridation.
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2. La problématique de 1’hybridation

L’hybridation est, par définition le croisement entre des individus génétiquement distincts,
c’est-a-dire issus de différentes espéces, sous-espéces ou populations (Rhymer & Simberloff,
1996). Ce n’est pas un phénoméne rare dans la nature. Lorsque 1’hybridation est naturelle, elle
peut se révéler bénéfique pour la biodiversité par le réle qu’elle joue dans 1’évolution (Rhymer
& Simberloff, 1996). En revanche, lorsqu’elle résulte de I’activité humaine (introduction
d’espéces, fragmentation et modification de ’habitat), elle devient une potentielle menace pour
les espéces indigenes (Rhymer & Simberloff, 1996 ; Allendorf et al., 2001 ; Beugin et al., 2019
; Tiesmeyer et al., 2020). En effet, lorsque la population d’une des deux espéces est beaucoup
plus grande (c’est souvent le cas des especes introduites, notamment les domestiques) que celle
de I’autre, les risques d’hybridation sont exacerbés (Rhymer & Simberloff, 1996 ; Tiesmeyer
et al., 2020).

L’hybridation peut mener a I’extinction d’une des espéces parentales par deux mécanismes
(Todesco et al., 2016). D’une part, il est possible que I’hybridation méne a des individus moins
bien adaptés aux conditions environnementales locales di a la dépression hybride, diminuant
ainsi la fitness des descendants (Rhymer & Simberloff, 1996 ; Lozano & Malo, 2012 ; Mattucci,
2014). La dépression hybride pourrait étre d’autant plus délétere dans les cas d”hybridation avec
des espéces domestiques, ces dernieres étant artificiellement sélectionnées pour des besoins
humains et donc peu adaptées a la vie sauvage (Randi, 2008 ; Tiesmeyer et al., 2020). Les
efforts de reproduction de I’espece seraient alors vains ce qui conduirait, a terme, a I’extinction
(Todesco et al., 2016). D’autre part, si la dépression hybride est moindre, 1’espece pourrait

s’éteindre en étant remplacée par une population d’hybrides (Todesco et al., 2016).

L’hybridation est rarement mentionnée comme une cause majeure d’extinction. Cependant,
au vu de la pression grandissante de I’homme sur les espéces et leur habitat, elle pourrait prendre
de I’ampleur. C’est une problématique qui doit donc étre surveillée et évaluée de prés chez les

especes touchées afin d’assurer leur conservation.

3. Lagénétique du paysage : un outil pour la conservation des especes

Le concept de génétique du paysage est relativement récent puisque ce terme a été employé
pour la premiere fois en 2003 par Manel et al.. 1l est défini comme la fusion entre la génétique
des populations et 1’écologie du paysage et « vise a fournir des informations sur l'interaction
entre les caractéristiques du paysage et les processus microévolutifs, tels que le flux genétique,

la dérive génétique et la sélection » (Manel et al., 2003). La génétique du paysage se concentre
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typiquement sur la microévolution. C’est-a-dire que, contrairement a d’autres disciplines telles
que la biogéographie qui s’appliquent plutot a de larges échelles spatiales et temporelles, elle
permet d’étudier 1I’évolution au niveau individuel ou populationnel et a fine échelle temporelle
et spatiale (Manel et al., 2003 ; Montgelard et al., 2014). L’objectif de la génétique du paysage
est de mieux comprendre comment les variations génétiques des organismes sont affectées par
les éléments du paysage et quels éléments peuvent avoir un impact potentiel sur la capacité de
dispersion des individus (Manel et al., 2003 ; Montgelard et al., 2014 ; Segelbacher et al., 2010).
Les éléments du paysage ayant potentiellement un impact sur les espéces peuvent étre naturels
(foréts, lacs, rivieres, montagnes...) ou anthropiques (routes, chemins de fer...). L’impact peut
étre négatif (barriéres) mais aussi positif (corridors) et peut également varier en fonction des
espéces considérées (Montgelard et al., 2014). Une étude de Frantz et al. (2012) a par exemple
démontré qu’une autoroute belge constituait une barriére au flux génétique chez les cerfs

élaphes mais pas chez les sangliers.

La génétique du paysage peut notamment étre employée dans des problématiques de
biologie de la conservation. Elle permet d’utiliser des données génétiques pour évaluer 1’état de
la population et identifier les éléments du paysage qui causent la fragmentation. De plus, grace
a ces connaissances, des corridors écologiques pour améliorer la connectivité afin de préserver
I’espéce pourraient étre mis en ceuvre de maniére plus efficace (Segelbacher et al., 2010). Les
efforts de conservation pourraient également étre mieux localisés en repérant des zones d’intérét
pour I’espéce grace aux données recoltées (Manel et al., 2003). Etant donné le fait que les
especes ont des écologies différentes et répondent donc différemment aux éléments du paysage,
il est intéressant de prendre en compte ces différences afin de maximiser les résultats des efforts

de conservation.

Nombreuses sont les especes qui souffrent de la pression anthropique croissante. Pour
étudier cette problématique, le chat forestier constitue un modéle de choix puisqu’il subit
actuellement les conséquences de cette pression étant donné sa présence dans des massifs

forestiers fortement fragmentés en Europe, notamment en Belgique et au Luxembourg.

4. Le cas du chat forestier

Le chat forestier présente une distribution fragmentée, composée de petits Tlots de
population isolés aussi bien au niveau régional que local (Lozano & Malo, 2012 ; Raydelet,
2009). Une étude de Mattucci et al. (2016) révele que la séparation de 1’espéce en populations

distinctes a travers sa répartition serait cependant la conséquence d’événements datant du
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Pléistocéne supérieur plutét que de la fragmentation anthropique récente. Cette derniere

éroderait néanmoins la diversité au sein des différents clusters (Mattucci et al., 2016).

La déforestation des foréts de feuillus et leur remplacement par des plantations
d’espéces exotiques telles que le pin ou I’eucalyptus ; le retrait des broussailles pour ralentir les
feux de forét ; la construction d’infrastructures telles que les routes et canaux ou encore
I’homogénéisation du paysage par I’agriculture intensive constituent des activités anthropiques
qui participent a la destruction et a la fragmentation de 1’habitat du chat forestier (Anile et al.,
2019 ; Mattucci, 2014 ; Lozano & Malo, 2012). Les zones alentour des constructions humaines
peuvent également étre des habitats perdus puisque, d’apres différentes études, 1’espéce évite
de s’approcher de I’homme (Anile et al., 2019 ; Klar et al., 2008). Dans le passé, I’espéce était
considérée comme nuisible comme beaucoup d’autres carnivores. Le chat forestier était donc
couramment chassé et piégé, cette destruction directe de 1’espece a aussi probablement eu un

impact sur la fragmentation des populations (Raydelet, 2009).

De plus, cette omniprésence de I’homme dans le paysage européen et la fragmentation
qu’elle provoque meénent a deux autres des principales menaces pour le chat forestier. La
premiére est celle des collisions routieres. En effet, en plus de fragmenter le territoire, le réseau
routier engendre une certaine mortalité chez le chat forestier par les collisions avec les
véhicules. Les risques dépendent de divers facteurs : la densité de chats dans la région, la densité
du trafic, mais aussi d’autres caractéristiques des routes ou des individus (Lozano & Malo,
2012).

La deuxieme menace découlant de la fragmentation est 1’hybridation avec le chat
domestique. Les chats domestiques sont aujourd’hui omniprésents. Il existerait en effet 500
millions de chats de compagnie et probablement la méme quantité de chats harets a travers le
monde (Hunter, 2015). Ils peuvent étre une source de problémes pour la biodiversité par la
prédation (sur les oiseaux, micromammiferes et reptiles) mais aussi par ce phénomeéne
d’hybridation. Dans le cas du chat forestier, I’hybridation concerne le croisement entre deux
especes différentes. La séparation relativement récente des deux espéces leur permet de
procréer et de produire des hybrides fertiles. Les modifications anthropiques du paysage ont
favorisé la proximité entre elles (Allendorf et al., 2001 ; Lozano & Malo, 2012 ; Mattucci,
2014). Cette hybridation peut mener a I’introgression d’all¢les domestiques dans le génotype
du chat sauvage si les hybrides de premiére génération (F1) se rétrocroisent avec une des deux
populations parentales, compromettant ainsi la pureté génétique de 1’espéce (Lozano & Malo,

2012 ; Rhymer & Simberloff, 1996). D’apres une étude de Germain et al. (2008), les barrieres

4



Introduction

comportementales qui pourraient empécher les rétrocroisements entre chats forestiers et
hybrides sont inexistantes dii a leurs similarités morphologiques et d’utilisation de ’espace, ce
qui favorise I’introgression. La distinction d’un hybride par la morphologie étant incertaine,
I’identification par analyse génétique est indispensable (Ruette et al., 2011). Des cas
d’hybridation sont rencontrés sur la quasi entieéreté de la répartition du chat forestier et le taux
d’hybridation a été ¢tudié dans de nombreuses régions (e.g. Pierpaoli et al., 2003 ; Hertwig et
al., 2009 ; Say et al., 2012 ; Lambinet et al., 2013 ; Nussberger et al., 2014 ; Gil-Sanchez et al.,
2015 ; Steyer et al., 2018 ; Beugin et al., 2019 ; Tiesmeyer et al., 2020). Pourtant, de
nombreuses incertitudes existent encore sur le sujet. En effet, les taux d’hybridation varient non
seulement entre régions en fonction des conditions environnementales, de la densité de chats
forestiers et domestiques et du passé de la population mais aussi d’une étude a 1’autre selon les
marqueurs utilisés (microsatellites ou SNPs), le nombre d’individus étudiés ou la méthode
d’échantillonnage (Steyer et al., 2018). Ce manque de méthodologie systématique rend
compliquee la comparaison entre les différentes données. Une récente étude menée par Steyer
et al. (2018) suggére d’ailleurs que, en Europe Centrale, les taux d’hybridation étaient

surestimés di a 1’utilisation de méthodes inadéquates dans de précédentes études.

Bien que I’'UICN considére I’hybridation comme la plus grande menace pour le chat
forestier (Yamaguchi et al., 2015), plusieurs auteurs s’accordent a dire que les impacts seraient
limités et ne représenteraient pas une menace pour la survie a long terme de 1’espeéce, méme
dans des paysages fragmentés avec de fortes densités de chats domestiques (Lozano & Malo,
2012 ; Steyer et al., 2018 ; Tiesmeyer et al., 2020). Il est possible que I’hybridation soit une
conséquence du déclin des populations plutét qu’une cause. Une faible densit¢ de chats
forestiers rendrait en effet plus difficile la recherche d’un partenaire. La reproduction avec des
individus domestiques serait alors favorisée (Lozano & Malo, 2012). A ce jour, la plupart des
populations de chats forestiers ne seraient donc pas menacées par I’hybridation, les taux étant
globalement bas a modérés (Lozano & Malo, 2012 ; Steyer et al., 2018 ; Tiesmeyer et al., 2020).
Seules I’Ecosse et la Hongrie sont fortement affectées et comportent des « swarm » hybrides,
c’est-a-dire des populations ne présentant plus de chat forestier pur (Beaumont et al., 2001;
Pierpaoli et al., 2003; Senn et al., 2018; Tiesmeyer et al., 2020).
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5. Présentation de I’espece

5.1. Taxonomie et phylogénie
Le chat sauvage est issu de la divergence la plus récente de la famille des Felidae, il ya 3.4
millions d’années : le genre Felis (Hunter, 2015). Il descendrait probablement du chat de
Martelli (Felis silvestris lunensis), la transition vers notre chat sauvage actuel daterait d’il y a
0.35-0.45 millions d’années (Macdonald et al., 2010 ; Mattucci, 2014).

L’espece d’intérét, le chat forestier ou chat sauvage d’Europe est au coeur d’un débat de
taxonomie. D’aprés certains auteurs, il serait 1’une des cing sous-espece du chat sauvage Felis
silvestris : Felis silvestris silvestris (Figure 1 ; Driscoll et al., 2007). Plus récemment, d’autres
auteurs considerent que Felis silvestris inclut uniqguement le chat forestier (Kitchener et al.,
2017). Le chat domestique est considéré comme une sixieme sous-espece du chat sauvage (F.
s. catus ; Figure 1) pour certains ou comme une espece a part entiere (F. catus) pour d’autres
(Macdonald et al., 2010 ; Yamaguchi et al., 2015 ; Kitchener et al., 2017). Ce dernier est issu
de la domestication de F. s. lybica (ou F. lybica) il y a environ 9-10.000 ans et proviendrait du
Moyen-Orient ou d’Egypte (Driscoll et al., 2007 ; Macdonald et al., 2010).

Afin d’étre en accord avec la récente révision de la taxonomie des félins, le chat forestier
(Felis silvestris) et le chat domestique (Felis catus) seront considérés comme des espéces a part

entiére dans le présent travail.

Chat forestier (F. 5. silvestris)

| Chat orné d’'Inde (F. 5. ornata)

Chat des déserts de Chine (R 5. bieti)

Chat ganté d'Afrique (F. 5. lybica)

Chat domestique (F. 5 catus)

Figure 1 : Ancien arbre phylogénétique du chat sauvage Felis silvestris avant la révision taxonomique
(d*apreés Driscoll et al., 2007)

Chat sauvage d'Afrique subsaharienne (F 5. cafra)
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5.2. Caractéristiques physiques
Concernant sa morphologie, le chat forestier est globalement similaire au chat domestique.

Le poids moyen est de 5 kg pour les méles et 3.5 kg pour les femelles pour une taille allant de
51 a 60 cm (Raydelet, 2009 ; Libois & Marechal, 1994). Son large crane, ses membres robustes
et son épaisse fourrure donnent cependant au chat forestier une allure plus trapue en
comparaison au chat domestique
(Libois & Marechal, 1994). Certaines

caractéristiques du pelage permettent

également de les différencier, celles-ci

ont été listées par Kitchener et al. (2005

; Figure 2). Le chat forestier a un pelage

gris-brun, une queue touffue et

cylindrique marquée d’anneaux noirs et

terminée d’un manchon noir

caractéristique et des poils blancs sur le

menton et la poitrine (Hunter, 2015 ; Figure 2 : Caractéristiques du pelage du chat forestier (A) et
Libois & Marechal, 1994). du chat domestique (B) (Kitchener et al., 2005)

5.3. Statut de conservation

Felis silvestris est listé Least Concern (Préoccupation mineure) dans la liste rouge de
IPUICN (Yamaguchi et al., 2015). 1l figure dans 1’annexe I de la CITES qui stipule que le
commerce de I’espéce est possible en possession d’un permis et s’il ne nuit pas a la survie de
I’espéce (Raydelet, 2009). Dans la Convention relative a la conservation de la vie sauvage et
du milieu naturel de I’Europe (ou convention de Berne), le chat forestier est inscrit a 1’annexe
Il reprenant les espéces de faune strictement protégées (Raydelet, 2009). Enfin, il est inscrit
dans I’annexe IV de la Directive « Habitat » (Directive 92/43/CEE) qui comprend les especes
animales et végétales d’intérét communautaire qui nécessitent une protection stricte (Raydelet,
2009). L’espéce est donc intégralement protégée dans la plupart des pays européens, notamment
en Belgique et au Luxembourg (Raydelet, 2009). La directive « Habitat » impose aux Etats
membres de mettre en place un suivi précis et des mesures de protection strictes des especes y
figurant. Dans ce but, les recherches et travaux scientifiques sont encourages. Des rapports
regroupant les informations concernant les mesures de conservation mises en place sont

réclamés aux Etats membres par la Commission tous les six ans (Directive 92/43/CEE).
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5.4. Distribution et habitat

La répartition du chat forestier s’étendait autrefois sur I’enti¢reté de 1I’Europe excepté la
Suede, la Norvége et la Finlande et se prolongeait sur 1’ Asic Mineure et le Caucase (Raydelet,
2009 ; Yamaguchi et al., 2015). Entre la fin du 18°™ siécle et le début du 20°™ siécle, 1’espéce
a fortement souffert de la fragmentation et destruction de son habitat, ainsi que de la chasse
(Cat Specialist Group ; Raydelet, 2009). Le déclin d’individus engendré a résulté en sa
disparition de plusieurs régions (Autriche, Pays-Bas, Angleterre, Pays de Galles, sud de
I’Ecosse et République tchéque) et en une forte diminution de sa distribution dans certains pays
(Cat Specialist Group ; Raydelet, 2009). A partir des années 1920, le chat forestier a recolonisé
une partie de sa distribution passée a partir des noyaux de population restants. En effet, dans les
pays touchés par les deux guerres, il est possible que la mobilisation des hommes ait eu un
impact sur la diminution de la destruction directe de I’espece. De plus, le reboisement et
I’apparition de statuts de protection pour I’espéce ont grandement favorisé son expansion
(Raydelet, 2009). Ainsi, la France, la Belgique, I’ Allemagne, la Slovaquie, I’Ecosse et la Suisse
ont assisté a une expansion de leurs populations et 1’ Autriche, les Pays-Bas et la République
tcheéque a un retour de ’espece (Figure 3 ; Cat Specialist Group ; Raydelet, 2009). La présence
et répartition exacte de 1’espéce reste incertaine dans plusieurs régions di a son caractére

insaisissable, aux faibles densités de population et au manque d’études sur le sujet (Gil-Sanchez

et al., 2020).
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En Belgique, I’espéce se retrouve principalement en Wallonie (Annexe 1). Elle a recolonisé
le pays via la Lorraine frangaise, I’Eifel, la Gaume et les Hautes-Fagnes autour des années 1950
(Libois & Marechal, 1994). Sa répartition couvrait la Lorraine belge, le massif ardennais et
jusqu’a la dépression de la Fagne-Famenne avant les années 2000 (Libois, 1991). Depuis le
début des années 2000, une expansion de sa distribution a été constatée vers le nord (Condroz)
et I’ouest (région de Chimay) (Lambinet et al., 2013 ; Libois, 2006). D’aprés le WWF, I’espéce
serait en danger critique en Flandre, éteinte a Bruxelles mais la population globale belge serait
estimées a plus de 500 individus (Rousseau, 2018). Au Luxembourg, 1’espéce Se retrouve
principalement au nord du pays dans la région de 1’Oesling, et au sud, a la frontiere de la France
dans les anciennes mines a ciel ouvert (Pir et al., 2011). La population de chats forestiers au
Luxembourg est estimée entre 60 et 200 individus (Pir et al., 2011).

Mattucci et al. (2016) ont mis en évidence I’existence d’au moins cing groupes
phylogéographiques de chat forestier en Europe distribués dans la péninsule ibérique, 1I’Europe
centrale, le centre de 1’ Allemagne, les régions du nord des Balkans, la péninsule italienne et la
Sicile ainsi que le nord-est de I’Italie. Les individus de Belgique et du Luxembourg font donc

partie du groupe d’Europe centrale.

Comme son nom I’indique, le chat forestier a longtemps été associé aux milieux forestiers
(Libois, 2006). D’aprés Libois (1991 ; 2006), il préférerait les grands massifs de peuplements
feuillus ou mixtes aux peuplements de résineux. Les sous-bois denses composés de fourrés et
de taillis sont également préférés aux futaies. Le chat forestier s’aventure dans les milieux
ouverts pour chasser mais sans jamais s’éloigner fortement de la lisiére (Delangre et al., 2019 ;
Libois, 2006). Des études récentes ont cependant démontré que le chat forestier était tout a fait
capable de vivre dans des milieux plus ouverts (Jerosch et al., 2017 ; Lozano et al., 2003 ;
Lozano, 2010 ; Monterroso et al., 2009). D’aprés plusieurs études menées en Méditerranée, les
paysages composés de mosaiques de broussailles et de prairies y seraient méme préférés aux
foréts lorsqu’ils sont disponibles (Lozano et al., 2003 ; Monterroso et al., 2009). Jerosch et al.
(2017) ont egalement démontré que les chats forestiers pouvaient vivre et se reproduire dans
des milieux dominés par 1’agriculture tant qu’ils sont a proximité (dans les 6 km) d’une forét
d’au moins 100 ha. La présence du chat forestier dépendrait en fait d’avantage de la
disponibilité en nourriture et en abris constituant des zones de repos que du type d’habitat
(Jerosch et al., 2018 ; Lozano, 2010 ; Monterroso et al., 2009). Les zones de repos ou zones de
gite diurnes présentent des abris tels que des souches, des troncs creux, des terriers abandonnés,

des anfractuosités rocheuses, des amas de branches, des fourrés épais, etc. (Jerosch et al., 2010
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; Libois & Marechal, 1994 ; Raydelet, 2009). Le milieu type du chat forestier est composé
d’habitats ouverts pour la chasse (durant la nuit) et d’un milieu fermé pour le repos (durant la
journée) (Libois & Marechal, 1994 ; Raydelet, 2009). Les milieux optimaux pour 1’espéce

seraient donc des massifs forestiers associés a des prairies naturelles (Sordello, 2012) .

Dans plusieurs régions, notamment 1’Allemagne
(Klar et al., 2008) et la Sicile (Anile et al., 2019), il a été
démontreé que la probabilité d’occupation d’un habitat par

Prairie biodiv Autre
3% 1%

le chat forestier diminuait quand la proximite les routes et
villages augmentait. Cela a également été constaté en
Wallonie par Delangre et al. (2019) ou le chat forestier
évite les zones avec une proportion supérieure a 5% de

bati et de routes dans un rayon de 1 km. Ces mémes

auteurs ont pu, a I’aide du modele Maxent (Phillips et al.),

Foret
T6%

calculer les proportions des différents types d’occupation Figure 5 Proportions des différents

du sol composant I’habitat du chat forestier en Wallonie types d’occupation du sol composant
I’habitat du chat forestier en Wallonie

(Figure 4). Comme attendu, les milieux privilégiés sont d’aprés le modeéle Maxent (Delangre et
. . al., 2019)
les foréts suivies par les milieux ouverts. Ces

informations ont également permis la réalisation d’une carte d’habitat potentiel du chat forestier
en Wallonie, révélant le massif ardennais comme étant la zone la plus favorable a la présence

de I’espece (Figure 5).
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Figure 4 : Carte d’habitat potentiel du chat forestier en Wallonie. Les zones bleues sont
identifiées comme zones d’habitat (Delangre et al., 2019)
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5.5. Alimentation
Le régime alimentaire du chat forestier se compose essentiellement de petits rongeurs
(microtinés, murinés) ou de lapins de garenne (Oryctolagus cuniculus) dans les régions ou
I’espéce est abondante (Hunter, 2015 ; Raydelet, 2009). Les oiseaux et les reptiles constituent

des proies occasionnelles du chat forestier (Hunter, 2015 ; Raydelet, 2009).

5.6. Comportement social et reproducteur

Comme beaucoup de félins, le chat forestier est solitaire, principalement nocturne et tres
territorial (Hunter, 2015). Les domaines vitaux des méles sont généralement plus grands (200
a 1270 ha) que ceux des femelles (environ 200 ha) et chevauchent les domaines de plusieurs
femelles (Libois & Marechal, 1994 ; Raydelet, 2009). Leur taille varie selon I’abondance de
proies et selon la période de 1’année (Cat Specialist Group ; Hunter, 2015). Le chat forestier
marque son territoire par marquage olfactif (féces et urine) (Hunter, 2015 ; Raydelet, 2009).
Les vocalisations sont un autre moyen de communication et sont surtout employées lors de la
période de reproduction (Cat Specialist Group ; Raydelet, 2009). Cette derniere se déroule vers
la fin de I’hiver, de janvier a mars. La gestation dure une soixantaine de jours et les femelles
mettent bas de mars a mai. Les portées sont en moyenne composées de deux a quatre chatons
(Cat Specialist Group ; Hunter, 2015 ; Raydelet, 2009). Divers gites de mise bas peuvent étre
exploités : arbres et souches creuses, tas de bois, anfractuosité dans les rochers, amas de
branches et terriers abandonnés (Libois, 2006 ; Raydelet, 2009). Le sevrage se fait entre trois
et quatre mois, les jeunes deviennent indépendants entre cing et dix mois et atteignent la
maturité sexuelle entre neuf et douze mois (Cat Specialist Group ; Hunter, 2015). L espérance
de vie maximale est de 11 ans dans la nature et peut atteindre les 19 ans en captivité (Hunter,
2015).

6. Objectifs du mémoire

Ce mémoire se penchera sur différentes problématiques liées a la conservation du chat
forestier sur base de deux jeux de données : 1’un provenant de Wallonie (essentiellement de la
province de Liege), I’autre du Luxembourg. L’intérét de réunir I’étude de 1’espece dans ces
deux régions au sein d’un méme travail réside dans leur appartenance & la méme grande
population d’Europe Centrale. De plus, les connaissances sur 1’espéce dans les deux pays
restent réduites et des suivis n’y ont été mis en place que récemment. Ce mémoire contribue
donc au suivi global du chat forestier dont 1’objectif est d’évaluer son état de conservation et de

le préserver.
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L’étude en Wallonie a été effectuée en collaboration avec le WWEF-Belgium, 1’objectif est
de vérifier la présence d’hybrides au sein de la zone étudiée et de comprendre leur origine

d’apres leur localisation géographique.

L’étude au Luxembourg a été réalisée avec la collaboration du Ministere du développement
durable et des infrastructures du Grand-Duché du Luxembourg (MDDI), le Luxembourg
Institute of Science and Technology (LIST) et le musée national d’histoire naturelle du
Luxembourg. L’objectif est, par une approche de génétique du paysage, d’évaluer I’impact des
éléments du paysage (barriéres et corridors) sur la connectivité des chats forestiers. Tout comme
en Wallonie, 1’étude permettra également de mieux cerner I’impact de I’hybridation sur les

populations de chats forestiers luxembourgeois.

Les résultats apporteront une meilleure connaissance de 1’état des populations dans ces

régions afin d’améliorer la mise en place de moyens de conservation adéquats.

Pour réaliser ces objectifs, des collectes de poils ont été réalisées a travers les territoires
wallons et luxembourgeois. Une approche génétique a été utilisée, impliquant 1’usage de SNPs,

des marqueurs récents qui commencent a faire leurs preuves.
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MATERIEL ET METHODES

Le présent travail regroupe deux études distinctes a partir de deux jeux de données
différents : 1’un provenant de la Belgique (Wallonie), I’autre du Luxembourg. Les données
extraites et les analyses effectuées sur ces deux jeux de données étant différentes, dans un
premier temps, chaque étude a son propre protocole. Par la suite, les deux études ont été

combinées afin de fournir une analyse plus globale des données.

1. Echantillonnage

Les échantillons de poils de chat ont été récoltés a 1’aide d’une méthode de monitoring non-
invasive, les « piéges a poils » (Figure 6). Ces pieges sont des piquets de bois sur lesquels de la
teinture de valériane est enduite. La valériane (Valeriana officinalis) est réputée pour attirer
fortement les chats par son odeur et a été employée dans de nombreuses études visant le chat
forestier (Beutel et al., 2017 ; Jerosch et al., 2017 ; Kuipers, 2017 ; Steyer et al., 2013). Les
piquets sont écorchés a I’aide d’une scie ou d’une brosse métallique afin que les poils s’y

accrochent lorsque 1’animal s’y frotte.

d

Figure 6 : Chat se frottant contre un piége a poils (image issue d’un piége photographique du WWF-
Belgium)
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1.1. Wallonie

L’échantillonnage en Wallonie a été réalisé sur base du protocole établi par le WWF-
Belgium (Rousseau, 2018). Les piéges a poils ont été répartis par 1’équipe du WWF dans 70
placettes sélectionnées aléatoirement dans les foréts publiques de plus de 20 hectares de la
province de Liege (Figure 7, en orange). Trois piéges éetaient placés dans un rayon de 500 m
autour du point central de chaque placette par les agents du DNF. Des tests avaient
préalablement été realisés avec quelques piquets en province de Liége afin de vérifier la
méthodologie (Figure 7, en bleu). En plus de la province de Liege, des pieges ont été placés en
province de Namur au niveau de la botte de Givet et dans la forét Saint-Hubert en province du
Luxembourg (Figure 7, en vert et en rouge). Les endroits privilégiés pour placer les piéges
étaient les zones buissonneuses denses ou sous couvert forestier avec des traces de passage
régulier de mammiferes. Les pieges étaient enduits de 10 ml de teinture de valériane répartie
sur les quatre faces des piquets. Six contr6les ont été effectués sur une période de trois mois a
intervalle de deux semaines entre janvier et avril 2019. Les échantillons étaient récoltés par des

bénévoles, des agents du DNF ou des membres de I’équipe du WWF.

Répartition des zones d'échantillonage de
chats forestiers en Wallonie

BRABANT WALLON

HAINA

NAMUR

§e

% LUXEMBOURG
[ ]

Légende

® Piquets test

®  Piquets Province de Namur
® Piquets forét Saint-Hubert
+ Placettes Province de Liége

A 0 10 20 30 km

Figure 7 : Carte de répartition géographique des piquets visant a tester la méthodologie (bleu), des piquets
placés en Province de Namur (vert), des piquets placés en forét Saint-Hubert (rouge) et des placettes de la
Province de Liege (orange)
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1.2. Luxembourg
Plusieurs échantillonnages ont été réalisés dans 44 carrés d’échantillonnage (1 km?) répartis
a travers le Luxembourg (Figure 8). Ces carrés ont été choisi de maniére a assurer une
couverture optimale du territoire tout en limitant les risques d’auto-corrélation géographique
entre les carrés. Trois sites de prélevement ont eté définis au sein de chaque carré, un piége a
poils a été placé dans chaque site. Les échantillons ont été prélevés a six reprises en 2017 puis
en 2018.
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Figure 8 : Répartition géographique des 44 carrés

d’échantillonnage au Luxembourg
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2. Analyses génétiques en laboratoire

2.1. Extraction d’ADN

L’ADN des échantillons de poils a été extrait a I’aide du kit QIAamp DNA micro de
Qiagen selon les recommandations du fabricant. Les échantillons étaient mélangés au buffer
ATL et a la protéinase K et incubés toute une nuit a 56°C. Les étapes suivantes de 1’extraction
d’ADN sont détaillées dans le protocole du kit. Les échantillons ont ensuite été conservés a -
20°C.

2.2. Génotypage

Les échantillons wallons ont été analysés par la méthode SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) par I’utilisation d’un « restricted SNP panel », une approche développée par
von Thaden et al. (2020). Cette approche est adaptée pour le génotypage d’ADN de moindre
qualité, comme celui issu des poils, dans le cadre d’analyses telles que I’identification
individuelle, 1’évaluation de I’hybridation et la détection de la structure de la population. Les
marqueurs analyses étaient ceux issus de 1’étude de Nussberger et al. (2014) et incluaient des
marqueurs nucléaires SNP ainsi que des marqueurs d’ADN mitochondrial (mtDNA). Un total
de 96 marqueurs a été utilisé : 75 SNPs pour évaluer le niveau d’introgression, 11 SNPs et 4
marqueurs de mtDNA pour distinguer les individus, 4 marqueurs de mtDNA pour évaluer la
lignée maternelle et 2 marqueurs liés au chromosome Y pour la détermination du sexe (Annexe
2).

Les échantillons présentant plus de 30% de données manquantes ont été exclus de la

matrice des données SNP obtenue.

Les échantillons du Luxembourg (récoltés en 2017 et 2018) ont également été analysés
par la méthode SNP. Ces échantillons avaient déja été analysés a 1’aide des marqueurs
microsatellites dans une précédente étude (Pigneur & Michaux, 2018). Les résultats des deux
méthodes pourront ainsi étre comparés et confirmés. Lors de cette précédente étude, 350
échantillons collectés en 2017 et 2018 ont été extraits et amplifiés. Certains échantillons n’ont
permis aucune amplification, donné moins de six loci amplifiés ou donné trop d’incertitudes
dans les résultats de génotypage. Il restait donc un total de 219 échantillons de poils de chats a
exploiter pour les analyses génetiques. Ce sont ces mémes 219 échantillons qui ont été analysés

par SNP dans le présent travail.
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3. Analyse des données

3.1. Identification individuelle

Afin d’identifier les échantillons présentant des génotypes identiques ou similaires, le
script ConGenR a été utilisé dans R (Lonsinger & Waits, 2015). Le nombre maximum de loci
ne correspondant pas (mismatch) a été fixé a 6 sur base de I’étude de von Thaden et al. (2020).
Ainsi, les échantillons présentant plus de 6 mismatch (au moins 88 loci devaient donc

correspondre) entre eux n’étaient pas considérés comme appartenant & un méme individu.

Apreés identification des individus, la matrice de données a été remise a jour en éliminant

les doublons dus aux recaptures.

Cette analyse a été effectuée sur différents jeux de données: les échantillons de

Wallonie, les échantillons du Luxembourg et I’ensemble de ces échantillons.

3.2. Analyse des clusters

Le logiciel STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) se base sur la méthode du
clustering bayésien. Il permet de tester la vraisemblance pour différentes valeurs de K puis
d’assigner chaque individu a un cluster. Il a été utilisé dans deux buts. Le premier visait a mettre
en évidence I’appartenance des individus a 1'une des deux espéces : Felis silvestris (chat
forestier) et Felis catus (chat domestique) ainsi que les éventuels hybrides. Le second consistait
a analyser la structure populationnelle au sein des chats forestiers purs et a identifier le nombre
de populations (K). Les individus ayant été identifiés comme domestiques ou hybrides
potentiels (pour lesquels la probabilité d’assignation au cluster « chat forestier » q® < 0.85)
étaient exclus de cette deuxiéme analyse. Les parametres appliqués étaient les mémes que dans
I’étude de von Thaden et al. (2020) pour les deux analyses : un burn-in de 250 000 itérations a
été appliqué suivi de 500 000 itérations de MCMC. Pour chaque valeur de K (de 1 a 10), 10
répétitions ont été réalisées afin de vérifier la validité des résultats. La meilleure valeur de K a
été determinée via la plateforme CLUMPAK (Kopelman et al., 2015) d’apres la méthode
d’Evanno (Evanno et al., 2005). CLUMPAK a egalement permis de synthétiser et représenter

graphiquement ’assignation de chaque individu aux différents clusters.

La premiere analyse a été menée sur les échantillons de Wallonie puis sur ceux du
Luxembourg. La seconde a été effectuée sur les échantillons de chats forestiers de Wallonie et

sur ’ensemble des chats forestiers de Wallonie et du Luxembourg.
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3.3. Analyse des hybrides

L’utilisation du programme NewHybrids 1.1 (Anderson & Thompson, 2002) a permis
de confirmer 1’assignation des individus a I’une des deux espéces, d’identifier les éventuels
hybrides et de déterminer leur degré d’hybridation. Ce programme fonctionne également
d’apreés la méthode du clustering bayésien. Les individus hybrides peuvent avoir différents
statuts : hybride F1, hybride F2 ou backcross (hybridation d’un hybride) avec un chat
domestique (Bx dom.) ou avec un chat forestier (Bx for.). La simulation a été lancée avec les
parametres de 1’étude de von Thaden et al. (2020) : un burn-in de 100 000 itérations suivi de
200 000 sweeps (chaque « sweep » correspondant a une itération de MCMC). Pour accepter
I’assignation d’un individu a I'une des espéces ou a un statut d’hybride, la probabilité

d’appartenir au cluster en question q devait étre > 0.85.

3.4. Parameétres de diversité génétique

L’indice de différentiation (Dyost) et le coefficient de consanguinité (Fis) ont été calculés
via le package diveRsity (Keenan et al., 2013) sur R. L’analyse de ces indices permet de Vérifier
le taux de consanguinité des chats forestiers et de vérifier s’il existe une différentiation
génétique entre les différentes populations. Ces analyses ont été effectuées avec 1000

répétitions de bootstrap.

3.5. Geénétique du paysage
Cette analyse permet de vérifier les liens génétiques entre individus et de comprendre
leur résistance face aux éléments du paysage. Elle consiste a corriger la distance géographique

par la résistance qu’offre le paysage.

Etant donnée I’absence d’échantillon sur une distance géographique importante entre le
Luxembourg et la Wallonie ainsi que la différence dans la méthode d’échantillonnage, il aurait
été impossible d’effectuer I’analyse sur I’ensemble des données provenant des deux pays sans
risque de biais. En comparaison a la Wallonie, le Luxembourg présentait un plus grand nombre
d’échantillons et une meilleure répartition de ceux-ci sur I’ensemble du territoire. C’est donc

sur les données issues du Luxembourg que nous avons décidé d’effectuer cette analyse.

3.5.1. Mesure de la distance génétique
La premiére étape était de mesurer la distance génétique entre les individus. Pour ce
faire, une AFC a été réalisée sur le programme GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al., 2004). Ce sont
les dix premiers axes de I’AFC qui ont été testés. A I’issue de cette analyse, une matrice

contenant les valeurs de position de chaque individu sur chaque axe de I’AFC a été obtenue.
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Nous avons ensuite converti ces valeurs de position sur les axes en distances
euclidiennes a I’aide du package R Ecodist (Goslee & Urban, 2007). Ces distances

correspondaient aux distances génétiques entre individus.

3.5.2. Résistance du paysage
Pour calculer la résistance, nous avons utilisé le package R resistanceGA 3.1-3
(Peterman, 2018). Ce package est basé sur des algorithmes génétiques qui fonctionnent de

maniere stochastique en imitant les processus de sélection naturelle (Kimmig et al., 2020).

Nous avons selectionné sept élements du paysage (facteurs environnementaux) qui
pouvaient potentiellement influencer le flux génétique des chats forestiers au Luxembourg : (1)
les zones urbaanisees, (2) les zones agricoles, (3) les foréts, (4) les autoroutes, (5) les chemins
de fer, (6) les grandes étendues d’eau (lacs et grandes rivieres) et (7) la pente. Chaque couche
a été convertie en grilles, chaque cellule de la grille posséde une valeur de un ou zéro selon si
elle présente ou non I’élément du paysage considéré. Les facteurs sont donc des variables
binaires, seule la pente est continue. La taille des cellules des grilles était de 500x500m.

La sélection d’un modele adéquat se faisait a 1’aide des valeurs d’AlCc.Pour qu’un
modele soit considéré comme significativement mieux adapté en comparaison au modeéle qui
ne considere que la distance directe entre les individus, la différence d’AIC. (AAICc) devait

étre supérieure a 2.

La résistance des facteurs environnementaux a été optimisée a 1’aide de la commande
ss_optim() du package resistanceGA. Afin de s’assurer de la convergence des résultats, chaque
optimisation pour chaque élément du paysage a été effectuée deux fois. Un bootstrapping de
1000 itérations a ensuite été réalisé grace a la commande resist.boot(). Ce processus permet

d’éviter que quelques échantillons aient une influence disproportionnée sur les résultats.
La résistance des éléments du paysage a d’abord été optimisée de maniére individuelle.

3.5.3. Combinaison des facteurs environnementaux
Les facteurs ont ensuite été combinés de maniére a vérifier si les modéles a plusieurs
facteurs fonctionnent mieux que ceux a un seul facteur. Cela permet également de mieux
comprendre la connectivité au sein du paysage dans son entiéreté. Les facteurs dont le modele
révélait une AAICc < 2 avec la distance n’étaient pas considéré comme significatifs et n’étaient

donc pas pris en compte dans les modéles combinés.
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Pour ce faire, le meilleur modele était combiné au deuxieme meilleur modele. Si cette
combinaison améliorait le modéle (AAICc > 2) apres le bootstrap, ce modele combiné était
préservé et le troisieme meilleur modele y était ajouté. Si la combinaison n’améliorait pas le
modele individuel, le troisieme meilleur modele était ajouté au premier. Ces opérations
continuaient jusqu’a ne plus avoir de modéles individuels a ajouter. Chaque analyse était

effectuée deux fois.

Deux éléments pouvaient influencer les résultats : la valeur initiale des facteurs et le
chevauchement des facteurs linéaires. Les valeurs attribuées aux facteurs dépendaient de leur
résistance estimée lors de I’analyse individuelle. Ainsi, un facteur qui semble faciliter le flux
génétique prenait une valeur de zéro, un facteur avec une grande résistance au flux génétique
prenait une valeur de deux ou plus et la matrice restante prenait une valeur de un. Concernant
le chevauchement, les deux facteurs linéaires susceptibles de se chevaucher étaient les
autoroutes et les chemins de fer. Nous avons décidé que celui qui présentait le meilleur modele
individuel dominait I’autre. C’est-a-dire que, dans une cellule ou les deux facteurs se

chevauchaient, celui avec le meilleur modéle était mis en évidence.

Pour finir, le meilleur modéle combiné obtenu a était utilisé dans circuistscape v.4.0.5
(Shah & McRae, 2008) pour prédire les corridors facilitant le flux génétique. Ces corridors
étaient déduits a partir des localisations des individus échantillonnés. Une deuxiéme carte a été
déduite a partir de 250 localisations aléatoires ajoutées aux échantillons initiaux autour de la

zone d’étude.

4. Aspect social
A Dissue de la partie concernant les chats forestiers en Wallonie, une synthése des
résultats ainsi qu’un questionnaire ont été distribués aux agents du DNF ayant participé a la
récolte des échantillons. Ce questionnaire avait pour objectif de connaitre leur perception de

I’espéce et de sa conservation. Le questionnaire complet se trouve en annexe de ce travail.
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RESULTATS

1. Wallonie

1.1. Echantillonnage
A T’issue de la période d’échantillonnage en Wallonie, 157 tubes d’échantillons avaient
été récoltés par le WWF. Certains échantillons présentant tres peu de poils ou des poils
appartenant manifestement a une autre espece n’ont pas été extraits. L’ADN a été extrait de 152

échantillons de poils.

1.2. Génotypage
A la suite de I’extraction et du génotypage de I’ADN de ces 152 échantillons, la matrice
des données obtenue a été nettoyée en excluant les échantillons présentant plus de 30% de
données manquantes. Ainsi, 83 échantillons (54.6%) ont été exclus, laissant un total de 69

échantillons (45.4%) pour les analyses suivantes.

1.3. Identification individuelle
En acceptant un maximum de 6 mismatch entre les génotypes pour étre considérés
comme appartenant au méme individu, trois cas probables de recapture ont pu é&tre mis en
évidence parmi les 69 échantillons. Le premier cas concernait les échantillons WF109 et
WF114, le deuxieme WF132 et WF134 et le troisieme concernait trois échantillons : WF135,
WF141 et WF143. Ces recaptures ne sont pas surprenantes. En effet, nous avons constaté apres
vérification de la provenance des échantillons qu’ils ont été récoltés sur les mémes piquets ou

sur des piquets différents mais au sein de la méme placette (Figure 9).

Aprés avoir mis la matrice des données a jour en regroupant les génotypes des mémes

individus, celle-ci présentait finalement 65 individus.

Gréace aux marqueurs liés au chromosome Y, le sexe des individus a pu étre détermine.

Parmi les 65 individus, 18 étaient des femelles, 45 des males et deux étaient indéterminés.
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Provenance géographique des échantillons
d'individus recapturés
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Figure 9 : Provenance géographique des 7 échantillons concernés par des cas de recapture. Les échantillons
WF109 et WF114 appartiennent a I’individu 1 et ont été collectés sur le méme piquet (vert) ; WF132 et
WF134 appartiennent a I’individu 2 et ont été collectés sur le méme piquet (rose) ; WF135, WF141 et WF143
appartiennent a I’individu 3 et ont été récoltés sur deux piquets différents (orange) au sein de la méme
placette

LUXEMBOURG

1.4. Structure génétique
La premiére analyse via le logiciel STRUCTURE visait a mettre en évidence les
individus forestiers, domestiques et potentiellement hybrides en Wallonie. Comme I’illustre la
figure 10, le nombre de groupes génétiques le plus probable selon la méthode d’Evanno et al.
(2005) était de deux (meilleure valeur de delta K pour K = 2). Sur base de comparaison avec
des echantillons de chats domestiques de référence issus de vétérinaires lors de précédents
travaux, ces deux groupes génétiques ont pu étre assignés aux especes Felis silvestris (chat

forestier) et Felis catus (chat domestique).
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Delta K = mean(|L"(K)|) / stdev[L(K)]
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Figure 11 : Graphique représentant la valeur de delta K en fonction de K (K étant le
nombre de groupes génétiques) selon la méthode d’Evanno et al. (2005) d’apres
I’analyse STRUCTURE sur I’ensemble des données de Wallonie. La valeur de delta
K est la plus élevée lorsque K =2

Les assignations de chaque individu a I’une des deux especes sont représentées sur la
figure 11. D’apreés cette analyse, 59 individus seraient des chats forestiers (90.7% des génotypes
analysés) et deux (WF139 et WF147) seraient des chats domestiques (3.1%). Pour les quatre
individus restants (6.2%), 1’assignation n’était pas claire. Ces individus seraient potentiellement

des hybrides.
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Figure 10 : Résultats de I’analyse STRUCTURE sur I’ensemble des génotypes de chat collectés en Wallonie

pour K = 2. Chaque batonnet correspond a la probabilité de chaque génotype d’appartenir a chacun des
clusters génétiques (chats forestiers en bleu ; chats domestiques en vert)
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Afin d’étudier de manicre plus précise les phénomenes d’hybridation entre les deux
especes et de détecter le niveau d’hybridation, une analyse avec le programme NewHybrids a
été effectuée sur ces mémes données. Cette analyse a abouti aux mémes résultats (illustrés sur
la figure 12) que ceux obtenus via STRUCTURE : 59 chats forestiers et deux chats
domestiques. Les quatre potentiels hybrides ont pu étre confirmés et assignés aux différentes
catégories d’hybride. Nous avons donc identifié un hybride de type F1 (WF145), deux de type
F2 (WF102 et WF108b) et un de type Bx dom, c¢’est-a-dire un backcross avec un chat
domestique (WF128). Le taux d’hybridation a pu étre calculé comme le nombre d’hybrides par
nombre total d’individus (en excluant les chats domestiques purs). Ce taux était de 0.06 (4/63).
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M Bx domestique
20%
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Figure 12 : Résultats de I’analyse du logiciel NewHybrids sur I’ensemble des génotypes de chat collectés en
Wallonie. Chaque batonnet correspond a la probabilité de chaque génotype d’appartenir a chacune des
catégories génétiques (chats forestiers purs en bleu foncé ; chats domestiques purs en vert clair ; hybrides
de 1°"¢ génération en jaune ; hybrides de 2™ génération en orange ; backcross avec un chat forestier en bleu
clair ; backcross avec un chat domestique en vert foncé)

La répartition en Wallonie des chats forestiers, domestiques et hybrides identifiés par

I’analyse génétique est représentée sur la figure 13.
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Localisation géographique des piquets
visités par des chats forestiers,
domestiaques ou hybrides
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Figure 13 : Répartition géographique des chats forestiers (vert), domestiques (rouge) et hybrides (F1 bleu
foncé ; F2 bleu clair ; backcross domestiques turquoise) en Wallonie d’aprés les piquets sur lesquels les
échantillons ont été récoltés. Les chiffres indiquent le nombre de chats différents par piquet

Une nouvelle analyse sur STRUCTURE a eté effectuée uniquement sur les individus
identifiés comme chats forestiers purs (N = 59) grace aux deux analyses précédentes. Cette
analyse avait pour objectif de mettre en évidence une éventuelle structure populationnelle. Le
nombre de groupes génétiques le plus probable d’aprés la méthode d’Evanno et al. (2005) était
de deux (Figure 14 ; meilleure valeur de delta K pour K = 2).
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Delta K = mean(|L"(K)|) / stdev[L(K)]
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Figure 14 : Graphique représentant la valeur de delta K en fonction de K (K étant
le nombre de groupes génétiques) selon la méthode d’Evanno et al. (2005) d’apreés
I’analyse STRUCTURE sur les chats forestiers purs de Wallonie. La valeur de delta
K est la plus élevée lorsque K =2

Parmi les chats forestiers purs (N = 59), 21 ont été assignés au cluster 1 (35.6%) et 30
au cluster 2 (50.8%). Huit individus (13.6%) n’ont pu étre assignés a aucun des deux clusters
car leur probabilité d’assignation q était < 0.85 pour les deux clusters. Les assignations de
chaque individu sont représentées sur la figure 15. Le figure 16 illustre la répartition

géographique des individus de ces deux clusters.
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Figure 15 : Résultats de I’analyse STRUCTURE sur les génotypes de chats forestiers purs collectés en

Wallonie pour K = 2. Chaque batonnet correspond a la probabilité de chaque génotype d’appartenir a
chacun des clusters génétiques (cluster 1 en bleu clair ; cluster 2 en bleu foncé)
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Localisation géographique des chats
forestiers des deux clusters identifiés
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Figure 16 : Répartition géographique des chats forestiers appartenant au cluster 1 (vert) et 2 (orange)
identifiés via le programme STRUCTURE en Wallonie

2. Luxembourg

2.1. Génotypage
A la suite du génotypage de I’ADN de ces 219 échantillons, 63 échantillons (29%)
présentaient plus de 30% de données manquantes. Ces échantillons ont été exclus, laissant un

total de 156 échantillons pour les analyses suivantes.

2.2. Identification individuelle

Avec un maximum de 6 mismatch accepté entre les génotypes pour qu’ils soient considérés
comme appartenant au méme individu, 18 cas probables de recapture ont pu étre mis en
évidence parmi les 156 échantillons. Dans 1’¢tude de Pigneur & Michaux (2018), 15 cas de
recapture avaient été constatés sur les données microsatellites via le logiciel GIMLET. Seuls

six cas coincident avec les résultats de la présente étude.

Aprés mise a jour de la matrice des données en regroupant les génotypes des mémes

individus, celle-ci présentait finalement 127 individus.
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2.3. Structure génétique

Comme pour la Wallonie, une analyse STRUCTURE a été effectuée afin d’identifier les

individus forestiers, domestiques et les potentiels hybrides. Le nombre de groupes génétiques

le plus probable selon la méthode d’Evanno et al. (2005) était de deux (meilleure valeur de
delta K pour K = 2 ; Figure 17).

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

1000

835.620
800

800

DeltaK

400

200

2819 0.189 0.964
2 3 4 5 6 i 8 9

Figure 17 : Graphique représentant la valeur de delta K en fonction de K (K étant le
nombre de groupes génétiques) selon la méthode d’Evanno et al. (2005) d’aprés
I’analyse STRUCTURE sur I’ensemble des données du Luxembourg. La valeur de
delta K est la plus élevée lorsque K =2

L’assignation des individus aux deux espéces est représentée sur la figure 18. Parmi les 127

individus, 107 se révélaient étre des chats forestiers (84.3%) et dix des chats domestiques
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Figure 18 : Résultats de I’analyse STRUCTURE sur I’ensemble des génotypes de chat collectés au
Luxembourg pour K = 2. Chaque batonnet correspond a la probabilité de chaque génotype d’appartenir a
chacun des clusters génétiques (chats forestiers en bleu ; chats domestiques en vert)
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(7.8%). Les dix chats restants (7.8%) ne montraient pas une assignation claire a I’une des deux

espéces et seraient donc potentiellement des hybrides.

Une analyse sur NewHybrids a été effectuée sur ces mémes données afin de confirmer les
résultats obtenus avec STRUCTURE et de détecter le niveau d’hybridation. Cette analyse
aboutit aux mémes résultats (illustrés sur la figure 19) que ceux obtenus via STRUCTURE :
107 chats forestiers et 10 chats domestiques. Les dix potentiels hybrides ont pu étre confirmés
et assignés aux différentes catégories d’hybride.
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Figure 19 : Résultats de I’analyse du logiciel NewHybrids sur I’ensemble des génotypes de chat collectés au
Luxembourg. Chaque batonnet correspond a la probabilité de chaque génotype d’appartenir a chacune des
catégories génétiques (chats forestiers purs en bleu foncé ; chats domestiques purs en vert clair ; hybrides
de 1% génération en jaune ; hybrides de 2°™ génération en orange ; backcross avec un chat forestier en bleu
clair ; backcross avec un chat domestique en vert foncé)

Le taux d’hybridation (nombre d’hybrides/nombre total d’individus) était de 0.078
(10/127). Ce taux est similaire a celui calculé par Pigneur & Michaux (2018) sur les mémes

données (7%).
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3. Wallonie et Luxembourg

3.1. Identification individuelle

Aucun cas de recapture entre les deux pays n’a été mis en évidence par I’analyse.

3.2. Structure génétique

L’analyse via STRUCTURE sur les chats forestiers de Wallonie avait mis en évidence
I’existence de deux groupes genétiques. Une nouvelle analyse incluant la totalité des chats
forestiers purs (N = 166) provenant de Wallonie et du Luxembourg a été réalisée afin de vérifier
si les mémes clusters étaient identifiés ou si deux clusters différents apparaissaient pour chaque
pays. Le nombre de groupes génétiques le plus probable d’aprés la méthode d’Evanno et al.

(2005) était de deux (Figure 20 ; meilleure valeur de delta K pour K = 2).
Delta K = mean(|L"(K)|) / stdeVv[L(K)]
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Figure 20 : Graphique représentant la valeur de delta K en fonction de K (K étant
le nombre de groupes génétiques) selon la méthode d’Evanno et al. (2005) d’apres
I’analyse STRUCTURE sur I’ensemble des chats forestiers purs de Wallonie et du
Luxembourg. La valeur de delta K est la plus élevée lorsque K = 2

Sur ’entiéreté des chats forestiers purs (N = 166), 37 ont été assignés au cluster 1
(22.3%), 84 au cluster 2 (50.6%) et 45 (27.1%) n’ont pu étre assignés a aucun des deux clusters
car leur probabilité d’assignation g était < 0.85 pour les deux clusters. Les assignations de
chaque individu sont représentées sur la figure 21.
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Figure 22 : Résultats de I’analyse STRUCTURE sur I’ensemble des génotypes de chats forestiers purs pour
K =2. Chaque batonnet correspond a la probabilité de chaque génotype d’appartenir a chacun des clusters
génétiques (cluster 1 en bleu clair ; cluster 2 en bleu foncé)

Les deux clusters mis en évidence par I’analyse sont similaires & ceux obtenus
uniquement a partir des données de Wallonie, les mémes individus se retrouvent dans chaque
cluster. La répartition géographique des individus de ces deux clusters est représentée a la

figure 22.

Localisation géographique des chats
forestiers des deux clusters identifiés
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Figure 21 : Répartition géographique des chats forestiers appartenant au cluster 1 (vert) et 2 (orange)
identifiés via le programme STRUCTURE en Wallonie et au Luxembourg

31



Résultats

4. Diversité génétique

La valeur du coefficient de consanguinité Fis pour les chats forestiers purs (N = 59) de
Wallonie était positive et relativement élevée: 0.32 [0.26-0.39]. De plus, le taux
d’hétérozygotie observée était tres faible (0.11). A I’inverse, le coefficient de consanguinité Fis
pour les chats forestiers purs (N = 107) du Luxembourg était assez bas : 0.067 [0.02-0.11]. Les
valeurs de Fis des deux clusters sont assez proches avec des intervalles de confiance qui se
chevauchent : 0.0729 [-0.0066-0.1498] pour le cluster 1 et 0.11 [0.0521-0.1662] pour le cluster 2.

Tableau 1 : Parametres de diversité génétique des groupes de chats analysés : hétérozygotie attendue (He)
et observée (Ho), équilibre d’Hardy-Weinberg (HWE), coefficient de consanguinité (Fis) et intervalles de
confiance. N = nombre d’individus analysés

N Ho He Fis
Chats forestiers (Luxembourg) 0.18 0.2 0.0674 [0.0242-0.1117]
Chats forestiers (Wallonie) 59 0.11 0.16  0.3233[0.2564-0.3881]
Chats domestiques (Wallonie) 2 NaN  0.11  0.0476 [-0.3624-0.5423]
Hybrides (Wallonie) 4 NaN  0.35 -0.0404[-0.4117-0.1685]
Cluster 1 (Wallonie + Luxembourg) 35 0.14 0.15 0.0729 [-0.0066-0.1498]
Cluster 2 (Wallonie + Luxembourg) 84 0.144 0.5 0.11 [0.0521-0.1662]

L’indice Djost mesure la différenciation génétique entre des populations. Les populations

de chats forestiers et domestiques en Wallonie étaient donc bien isolées génétiquement 1’une
de P’autre car leur Djost supérieur & 0.25 (Dyost = 0.54) traduit une trés grande différentiation
génétique. Cette différentiation était modérée entre les populations de chats forestiers et
d’hybrides (Dost = 0.07) et les populations de chats domestiques et d’hybrides (Djost = 0.03) en
Wallonie. Concernant les deux clusters ainsi que les populations de Wallonie et du

Luxembourg, la différentiation génétique était faible (Djost = 0.005 et 0.0025).

Tableau 2 : Estimations de I’indice de différentiation Daost (et intervalles de confiance) entre différents
groupes de chats analysés

Groupes comparés DJost
Forestiers vs Domestiques (Wallonie) 0.5429 [0.4616-0.5883]
Forestiers vs Hybrides (Wallonie) 0.0663 [0.0359-0.1225]
Domestiques vs Hybrides (Wallonie) 0.0952 [0.0302-0.1704]
Cluster 1 vs Cluster 2 (Wallonie + Luxembourg) 0.0049 [0.0042-0.0059]
Wallonie vs Luxembourg 0.0025 [0.0013-0.0038]
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5. Génétique du paysage

5.1. Optimisation des résistances individuelles des facteurs environnementaux
Nous avons constaté que les distances génétiques basées sur les deux premiers axes de
I’AFC donnaient la plus grande différence d’ AICc entre le facteur distance et les autres facteurs

pris individuellement.

Les résultats de 1’analyse sur les facteurs pris individuellement aprés bootstraping sont
repris dans le tableau 3. Les résistances sont représentées cartographiquement sur la figure 23.
Ces premicéres informations nous ont permis d’écarter les étendues d’eau des analyses suivantes,
ce facteur n’étant pas significatif. En effet, I’AICc de ce modéle était plus grand que celui du
modele ne considérant que la distance et la AAICc entre ces modéles était inférieure a 2.

Le meilleur modéle étant celui avec le plus petit AlCc, il s’agissait ici des autoroutes. La
figure 23 nous a déja permis de constater que ce facteur constituait une barriere au flux
génétique assez importante en comparaison au reste du paysage (la résistance était > 400).
D’apres cette figure, les zones urbaines et les chemins de fer avaient également une résistance
importante au flux génétique. Les foréts et zones agricoles, a I’inverse, semblaient faciliter le

flux génétique.

Tableau 3 : Résultats aprés boostraping sur les sept facteurs environnementaux. L’analyse a été répétée
deux fois, les résultats présentés ici sont ceux de I’analyse qui présentait le meilleur AICc (la 1ére). Moyenne
des valeurs d’AICc obtenues (avg.AlCc), nombre de paramétres (k), différence de valeurs moyennes
d’AICc entre le meilleur modéle (celui qui a I’AICc le plus bas) et chaque modéle suivant (AAICc), moyenne
des poids d’AICc (avg.weight), moyenne marginale du R2 (avg.R2m)

Facteur avg.AlCc k AAIC. avg.weight avg.R?m
41852.59 3 0 0.999 0.315
42052.48 3 199.89 <0.001 0.298
42218.66 3 365.89 < 0.001 0.128
42307.1 3 45451 <0.001 0.189
42349.23 4 496.64 <0.001 0.129
42353.31 3 500.72 <0.001 0.100
42360.51 2 507.92 <0.001 0.083

3 507.93 <0.001 0.083
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Figure 23 : Représentations cartographiques des résistances optimisées des facteurs individuels

5.2. Combinaison des facteurs environnementaux

A T’issue des différentes combinaisons de modeles (les résultats sont repris dans le tableau
4) et apres bootstraping, nous avons pu conclure que le meilleur modele combiné était le modele
«mruf ». Ce dernier incluait les facteurs « autoroutes », «chemins de fer», «zones
urbanisées », « foréts » et « zones agricoles ». L’ajout de la pente n’améliorait effectivement
pas le modéle, I’ AICc étant plus grand que celui du modéle « mruf ». Dans ce modele, les foréts
(résistance = 3) et les zones agricoles (résistance = 1) facilitaient le flux génétique, tandis que
les autoroutes (résistance = 1272) et les zones urbanisées (résistance = 898) constituaient des
barriéres importantes a ce flux génétique. Les chemins de fer (résistance = 7) avaient une
résistance relativement négligeable en comparaison a ces derniers facteurs et auraient donc
plut6t tendance a améliorer le flux génétique. La représentation cartographique de ce modéle

est illustrée sur la figure 24.
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Tableau 4 : Résultats aprés boostraping de chaque combinaison des facteurs environnementaux. Chaque
facteur était ajouté au meilleur modele individuel identifié précédemment (= « autoroutes »). Moyenne des
valeurs d’AICc obtenues (avg.AlCc), nombre de paramétres (k), différence de valeurs moyennes d’AICc
entre le meilleur modéle (celui qui a ’AICc le plus bas) et chaque modéle suivant (AAICc), moyenne des
poids d’AICc (avg.weight), moyenne marginale du R? (avg.R2m)

Facteur avg.AlC. k AAIC:. avg.weight  avg.R’m
41827.72 6 0 0.767 0.321
41837.21 5 9.49 0.123 0.312
41835.6 9 7.88 0.034 0.313
41856.83 4 29.11 0.003 0.309
41861.97 3 34.25 0.07 0.316
42060.02 3 232.3 <0.001 0.299
42227.53 3 399.81 < 0.001 0.128
42316.72 3 489 <0.001 0.189
42358.06 4 530.34 <0.001 0.129
42362.26 3 534.54 <0.001 0.100
42369.34 2 541.62 <0.001 0.083
42369.35 3 541.63 <0.001 0.083

Résistance

B 1.272.071899
I 898.0524902
[ ] 6949160576
B 2994355917
s 1

Figure 24 : Représentation cartographique des résistances
optimisées issues du meilleur modele combiné « mruf »
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A Taide de ce modele « mruf» et des coordonnées des échantillons, des cartes
représentant les corridors assurant le flux génétique des chats forestiers luxembourgeois ont pu

étre déduites via circuitscape (figure 25).
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Figure 25 : Cartes de connectivité circuitscape illustrant la conductance du flux génétique basée sur la
localisation des échantillons (& gauche) et la localisation simulée de 250 échantillons autour de la zone

d’étude (a droite)
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DISCUSSION

1. Méthode et biais d’échantillonnage

L’analyse de la structure génétique des échantillons de Wallonie a permis de calculer un
taux d’hybridation de 0.06 dans la zone échantillonnée, ce qui est relativement bas. Cependant,
il est important de prendre en considération le fait que les pieges a poils étaient places dans des
lieux propices a la présence du chat forestier. En effet, les endroits privilégiés pour placer les
piéges étaient les zones buissonneuses denses ou sous couvert forestier avec des traces de
passage régulier de mammifeéres au sein de foréts de plus de 20 hectares. Ainsi, le choix des
zones propices a la présence du chat forestier induit un possible biais d’échantillonnage. Les
chances de récolter des échantillons d’individus hybrides dans les massifs forestiers ou les chats
domestiques s’aventurent probablement peu sont moindres. Le tres faible nombre de chats
domestiques échantillonnés (N = 2) lors de cette étude atteste de 1’absence d’individus
domestiques dans les zones d’échantillonnage. 1l serait intéressant de sélectionner des zones de
facon aléatoire afin de disposer d’une certaine variété de milieux, et ce a I’échelle de I’aire de
distribution du chat forestier en Wallonie. Cela permettrait de vérifier s’il existe un gradient
d’hybridation entre les zones urbanisées et les milieux forestiers. C’est ce type
d’échantillonnage qui était employé dans 1’étude de Pigneur & Michaux (2016) au
Luxembourg. Leurs résultats ont effectivement montré que les hybrides étaient plus présents
lorsque 1’on s’approchait des zones urbaines. Les zones les moins touchées étaient les massifs

forestiers importants.

De plus, I’échantillonnage réalisé ne couvrait qu'une partie de la Wallonie. Les résultats
obtenus ne peuvent donc pas nécessairement s’appliquer a ’entiéreté de la Wallonie ou de la
Belgique. 11 convient ainsi de rester trés prudent quant au taux d’hybridation observé au sein
des zones étudiees. Pour confirmer de telles tendances, il conviendra d’effectuer une étude
développée sur un territoire plus vaste incluant différents types d’habitats et de zones plus

proches des habitations humaines.

Le dispositif d’échantillonnage en lui-méme pourrait également étre ameélioré. En effet, bien
que la méthode des pieges a poils enduits de valériane ait éte employee et semblait adéquate
dans de nombreuses études, son efficacité pourrait étre remise en question. Dans 1’étude de
Velli et al. (2015), trois méthodes non-invasives de suivis ont été comparées : les piéges
photographiques, les piéges a poils et les analyses de crottes. Les piéges a poils se révélaient

étre la méthode la moins efficace. D’apres Steyer et al. (2013), les taux de capture via les piéges
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a poils sont en effet bien plus bas en comparaison aux pieges photographiques. Il n’est pas exclu
que I’intérét des chats pour la valériane varie selon I’individu, mais aussi entre chats forestiers,
domestiques et hybrides. Via le questionnaire distribué a la fin de 1’étude, nous avons obtenu le
témoignage d’un agent du DNF qui avait installé des pieges photographiques pres des pieges a
poils. D’apres ses observations, des chats forestiers passaient deux a trois fois par semaine pres
des piéges sans montrer le moindre intérét. Le sexe de I’animal pourrait également jouer un role
dans I’intérét qu’il porte a la valériane. En effet, ce possible biais avait déja été mentionné dans
I’article de Steyer et al. (2013) ou les pieges a poils avaient permis de détecter cing males et
une seule femelle. Dans notre étude, nous avons également constaté un nombre de males (N =
45) bien plus important que le nombre de femelles (N = 18) en Wallonie. Il est cependant
évident que les informations supplémentaires obtenues grace aux analyses génétiques des poils
collectés sont non-négligeables en comparaison aux piéges photographiques. De plus, dans le
cadre de I’étude du degré d’hybridation, les criteres morphologiques ne permettent pas de
distinguer avec certitude un chat forestier d’un hybride, ce qui rend peu fiable leur identification
par photographie (Ruette et al., 2011). Il serait donc judicieux de combiner ces deux méthodes
de suivi afin de combler les lacunes de chacune et d’obtenir I’information la plus compléte et

fiable possible.

La partie de notre étude concernant la Wallonie est donc a considérer comme exploratoire.
Elle nous a permis d’obtenir des premiéres données intéressantes et d’avoir une idée de 1’état
et de la répartition des populations wallonnes. Il sera néanmoins nécessaire, a 1’avenir,

d’approfondir la recherche en revoyant la méthode et en étendant la zone d’échantillonnage.

2. Le probléme de I’hybridation

Bien qu’il soit nécessaire d’interpréter le taux d’hybridation de 6% avec prudence pour les
raisons énoncées précedemment. ce résultat concorde avec le taux obtenu dans la récente étude
de Tiesmeyer et al. (2020). Dans cette étude, le taux d’hybridation calculé sur base de données
microsatellites pour la Belgique était de 5%. Il avait cependant été obtenu avec un
échantillonnage tres restreint (N = 19). Ce méme taux a été obtenu pour ’entic¢reté de la
population de 1’ouest de 1’Europe sur des données SNPs ou 1’échantillonnage était bien plus
large (N =234). Le taux d’hybridation obtenu pour les individus du Luxembourg dans le présent
travail (8%) reste également proche de ces valeurs. Nos résultats soutiennent le fait que les taux
d’hybridation dans 1’ouest de I’Europe soient relativement bas (Pierpaoli et al., 2003 ; Steyer
et al.. 2018 ; Tiesmeyer et al., 2020). Nous avons également constaté un nombre relativement

bas d’hybrides de premiere génération F1 (N = 1 en Wallonie ; N = 1 au Luxembourg) en
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comparaison aux autres types d’hybrides (N = 3 en Wallonie ; N = 9 au Luxembourg). Cela
concorde avec les résultats obtenus par Tiesmeyer et al. (2020) pour lesquels les hybrides F1
représentaient < 1% des hybrides. Ces faibles taux d’hybridation et ce nombre bas d’hybrides
F1 suggérent I’absence de cas d’hybridation récent et I’existence d’une barriere reproductive

entre les chats forestiers et les chats domestiques.

La fragmentation du paysage induite par I’homme a pour effet d’augmenter la proximité
entre I’espace de vie des chats forestiers et domestiques, ce qui pourrait accentuer les risques
d’hybridation. Nous avons en effet constaté la présence d’un chat forestier, d’un chat
domestique et d’hybrides (de génération F1 et backcross avec domestique) sur une méme
parcelle en Wallonie (Figure 26). Cette parcelle se situait dans le bois de Rohaimont. Les
piquets avaient été placés relativement proche des deux villes adjacentes (~ 2km de Spa et
Spixhe) et a c6té d’une ligne de chemin de fer et de la N62 (< 200m). Cette forte proximité avec
des infrastructures humaines a pu augmenter le risque d’hybridation, les chances de rencontres
avec des domestiques étant plus importantes. En France, une étude menée par Beugin et al.
(2019) démontrait 1’absence d’hybrides dans un milieu forestier continu en comparaison a une
zone fortement fragmentée qui présentait des taux d’hybridation allant jusqu’a 9.5%. Il serait
intéressant d’effectuer ce type de comparaison a 1’échelle de la Belgique afin de vérifier si la

tendance est la méme.
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Figure 26 : Répartition géographique des chats forestiers (vert), domestiques (rouge) et hybrides (F1 bleu
foncé ; F2 bleu turquoise ; backcross domestiques bleu clair) en Wallonie d’aprés les piquets sur lesquels les
échantillons ont été récoltés. Zoom sur les piquets visités par un hybride F1 et un hybride backcross
domestique

Nos résultats suggérent que, bien que le taux d’hybridation soit actuellement bas,

I’hybridation est néanmoins bien présente et risque d’évoluer a ’avenir. En effet, les rencontres
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entre les chats forestiers et les chats domestiques se produisent en bordure du territoire du chat
forestier ou lors de rares excursions de 1’'une des deux espéces hors de son habitat (Germain et
al., 2008). Un paysage fortement fragmenté, composé de petits fragments d’habitat,
augmenterait la proximité entre les habitats des deux espéces et les risques de rencontre. De
plus, les barrieres reproductrices entre les chats forestiers et les hybrides semblent inexistantes.
Ces derniers occuperaient le méme habitat que les chats forestiers et en partie le méme habitat
que les chats domestiques (Germain et al., 2008). Il est donc probable que, si le nombre
d’hybrides F1 vient a augmenter, les risques d’introgression liés aux rétrocroisements des
hybrides avec les deux espéces parentales augmentent également. Dans le cas ou I’expansion
des populations de chats forestiers persisterait, les taux d’hybridation risqueraient également
d’augmenter. Une plus grande densité de chats forestiers augmenterait en effet les chances de
rencontre avec le chat domestique. Quelle que soit la situation, il est donc primordial de mettre
en place des moyens de lutte contre I’hybridation avant que ce phénomeéne ne devienne une

réelle menace.

3. Structure génétique : deux groupes au sein d’une grande population

Les analyses génétiques ont mis en évidence 1’existence de deux groupes génétiques au sein
des chats forestiers issus de la Wallonie et du Luxembourg. Ces groupes ne correspondent pas
a une séparation entre les deux pays, ce qui signifie que les chats circulent naturellement d’un
pays a I’autre, bien qu’aucun cas de recapture n’ait été observé dans notre étude. Lorsque les
individus issus de ces groupes sont replacés sur une carte (figure 22), nous ne constatons pas
de séparation géographique nette entre les deux groupes génétiques identifiés. De plus, la valeur
de différentiation génetique était assez faible (Dost = 0.005). L’explication pourrait résider dans
I’appartenance de ces populations a une plus grande population englobant toute 1’Europe
centrale occidentale (incluant I’Allemagne occidentale, la Belgique, les Pays-Bas, le
Luxembourg et la France) comme 1’avaient déja suggeré plusieurs études (Mattucci et al., 2016
; Tiesmeyer et al., 2020). Des déplacements de chats forestiers existeraient alors au sein de ce
grand complexe, assurant un brassage génétique. Il serait intéressant d’intégrer des échantillons
issus de ces pays a nos données afin de mieux comprendre la population dans sa globalité. Un
¢largissement de la zone d’étude permettrait également de vérifier si les deux mémes groupes
génétiques existent aussi au sein des pays voisins et éventuellement d’identifier leur point

d’origine.
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4. Les risques de consanguinité

Bien que la différentiation génétique entre les chats forestiers de Wallonie et ceux du
Luxembourg soit faible (Djost = 0.0025), les coefficients de consanguinité s’averent fortement
différents d’un pays a I’autre. En effet, la valeur de ce coefficient en Wallonie était relativement
élevée (Fis = 0.32) en comparaison au Luxembourg (Fis = 0.067). Il convient de rester prudent
dans la comparaison de ces valeurs étant donnée la différence de nombre d’échantillons (59
chats forestiers en Wallonie contre 107 au Luxembourg) et de méthodologie d’échantillonnage
expliquée ci-dessus. De plus, comme mentionné précédemment, les échantillons
luxembourgeois étaient mieux répartis sur le territoire en comparaison a la Wallonie ou la
majorité des échantillons se limitaient a la province de Liege. Ainsi, il est possible que les
individus provenant de cette zone restreinte biaisent les résultats et donnent une fausse idée des
risques de consanguinité en Wallonie. L’¢élargissement de la zone d’échantillonnage sera
définitivement primordial dans de futures recherches sur le territoire wallon. Concernant le
coefficient de consanguinité calculé pour le Luxembourg, celui-ci s’avérait relativement plus
éleve (Fis=0.22) dans I’étude de Pigneur & Michaux (2018) basee sur les mémes échantillons.
Cette différence de valeurs pourrait étre liée au nombre de chats forestiers utilisés dans 1’analyse
(N =180 pour Pigneur & Michaux ; N = 107 dans la présente étude). Une autre raison probable
pourrait étre la différence des marqueurs utilisés : les microsatellites pour Pigneur & Michaux
et ici les SNPs. La richesse allélique des SNPs est moindre en comparaison aux microsatellites.
Cela est cependant compensé par la sélection de SNPs trés adaptés aux objectifs et a ’espéce
et par un nombre élevé de SNPs (von Thaden et al., 2020). A priori, les marqueurs SNPs

apporteraient donc des résultats plus fiables.

Ces résultats suggerent toutefois la présence d’un risque de dépression de consanguinité
chez les chats forestiers, menagant leur survie a long terme. L hypothése d’un ancien goulot
d’étranglement au sein des populations doit étre prise en compte. La destruction et
fragmentation du paysage issues des modifications anthropiques pourrait cependant de nouveau
expliquer ce risque de dépression de consanguinité. Ces modifications créent des barriéres qui
empéchent la dispersion des chats forestiers, isolant des individus, menant a terme a un
appauvrissement de la diversité genétique. Pour endiguer ce probléme, il serait primordial de
renforcer la connectivité entre les fragments d’habitats afin d’améliorer les déplacements des

chats forestiers et d’ainsi assurer le brassage génétique.
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5. Les routes et zones urbanisées, des barrieres pour les chats forestiers

L’analyse de génétique du paysage nous a permis de mettre en évidence quelles sont ces
supposeées barrieres qui posent probleme au chat forestier. Ce type d’analyse pourrait étre
amélioré dans de futures études. En effet, une analyse plus fine aurait pu étre mise en place en
diminuant la taille des mailles de la grille utilisée. Cette diminution permettrait d’augmenter la
précision, le temps d’analyse serait cependant plus long. La binarité des facteurs
environnementaux limite également la précision des résultats, il serait intéressant d’ajouter
certaines nuances a ces facteurs. Au lieu que chaque cellule donne I’information sur la présence
ou I’absence de forét, elle pourrait par exemple indiquer la distance par rapport a la forét la plus
proche. Malgré ces limitations et pistes d’amélioration, ces résultats sont néanmoins une
premiére étape intéressante dans la compréhension des phénomeénes de barriéres et corridors

chez le chat forestier.

Nos résultats indiquent que les foréts et les zones agricoles servent de corridors pour la
dispersion des chats forestiers luxembourgeois. A I’inverse, les autoroutes et zones urbanisées
constituent des barriéres importantes qui limitent le flux génétique de 1’espéce. Ces résultats
concordent avec les connaissances sur 1’écologie du chat forestier et avec les observations de
Delangre et al. (2019) concernant ses préférences en termes d’habitat. En effet, cette étude
montrait notamment le réle négatif important de la lumiere artificielle, des batiments et des
routes sur la probabilité de présence de I’espece. Cela rejoint nos résultats, les chats forestiers
évitent les infrastructures urbaines. Dans cette étude, les zones d’habitat majoritaires se situaient
en milieu forestier et en milieu ouvert (cultures et prairies), ce qui correspond a nos résultats.
Les foréts avaient cependant une plus grande résistance au flux genétique que les zones
agricoles. L’étude de Delangre et al. (2019) concernait cependant la Wallonie, il serait donc
intéressant de réaliser la méme analyse sur les préférences d’habitat et les corridors existant au

Luxembourg pour Vérifier la concordance avec nos résultats.

Notre étude n’est pas la premicre a mettre en avant I’impact négatif des autoroutes sur le
flux génétique des chats forestiers. En 2013, Hartmann et al. montraient une différentiation
génétique significative des chats forestiers de part et d’autre de 1’autoroute A3 en Allemagne.
D’apres Klar et al. (2009), des routes plus petites traversées par quelques centaines de voitures
par jour ne poseraient pas de probleme de barriere mais seraient néanmoins une cause de
mortalité. Les accidents de la route sont en effet une menace non négligeable. Cette méme étude
estimait que 30 a 40% des chats forestiers vivant dans les 6km autour des autoroutes étaient

tues par an.
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Nous n’avons malheureusement pas pu évaluer I’impact des étendues d’eau dans notre
étude, deux études s’étaient cependant penchées sur le probléme concernant le Rhin en
Allemagne (Hartmann et al., 2013; Warstlin et al., 2016). Les résultats de chacune étaient
contradictoires. L une attribuait au Rhin un réle de barriére importante, 1’autre ne constatait
aucune différentiation génétique de part et d’autre du Rhin. Il est probable que 1’impact des
rivieres dépende grandement de leurs caractéristiques : largeur, profondeur, débit, présence de
structures ou 1ilots facilitant la traversée...Inclure certaines de ces caractéristiques dans les
analyses de génétique du paysage permettrait d’en apprendre plus sur I’impact des étendues

d’eau.

6. Implication pour la conservation

Ce travail avait pour objectif de contribuer a 1’amélioration de nos connaissances Sur
I’espéce afin notamment d’en assurer sa conservation. Tous ces résultats nous permettent
d’avoir une vision plus claire de 1’état des populations wallonnes et luxembourgeoises de chats
forestiers, et ainsi d’envisager des actions de conservation a mettre en place. Dans tout projet
de conservation, ’aspect social passant par la communication, la sensibilisation et la
collaboration avec les acteurs locaux et le grand public est primordial. Le Département de la
Nature et des Foréts est un allié important pour le chat forestier. Sur les treize agents ayant
participé au questionnaire, tous ont déja observé le chat forestier dans la nature et neuf
considérent sa conservation comme une priorité pour la conservation de la nature en Belgique.
L’espéce n’est probablement pas aussi connue du grand public, il serait donc intéressant de
mettre en place différents moyens de sensibilisation. Cela peut se faire via des organismes
connus et impliqués dans la conservation tels que le WWF ou Natagora, la communication via

les réseaux sociaux, I’organisation de campagnes de sensibilisation...

Un aspect particulierement important a aborder avec le grand public est la problématique
de I’hybridation. Tout le monde peut s’impliquer directement dans la diminution de I’ampleur
de cette menace en stérilisant systématiquement ses chats domestiques. Depuis 2017, I’ Arrété
du gouvernement wallon relatif a la stérilisation des chats domestiques a rendu obligatoire la
stérilisation des chats en Wallonie. Malheureusement, il n’existe pas de moyens pour contrdler
le respect de cette loi. De plus, cette obligation n’est pas présente sur I’ensemble de la zone de
distribution du chat forestier, notamment dans de plus grands pays que la Belgique tels que la
France ou I’ Allemagne. Au Luxembourg, I’article 14 du Réglement grand-ducal du 5 décembre
2018 déterminant les conditions de déetention des animaux stipule que les chats ayant acces a

I’extérieur doivent étre stérilisés. Cependant, ce méme article accorde une dérogation
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concernant les chats errants dans les exploitations agricoles. Ceci est un non-sens pour la
problématique de 1’hybridation puisque ces chats errants dans des zones agricoles ont une
probabilité beaucoup plus importante de rencontrer des chats forestiers. Pour que la stérilisation
puisse réellement faire la différence, les gouvernements des différents pays concernés devraient
la rendre obligatoire et mettre en place des moyens pour Vvérifier son application. Ces mesures
permettraient de diminuer le risque d’hybridation avec les chats forestiers, mais aussi de
diminuer le nombre de chats harets présents dans la nature. Il serait également primordial
d’envisager des moyens de gestion des chats harets et des hybrides dans les massifs forestiers.
L’éradication des chats harets demeurerait difficile a mettre en place et poserait des questions
éthiques évidentes. Une solution plus acceptable serait la stérilisation de ces individus et des
hybrides, 1’Ecosse 1’a déja mise en place (Breitenmoser et al., 2019). Méme si cette solution
s’avererait couteuse en temps, en énergie et en argent, elle serait idéale. L’hybridation ne
semble pas étre actuellement un probléme majeur pour le chat dans nos régions. Conjugué aux
autres menaces, son impact prendra cependant de I’ampleur. C’est pourquoi chacune des
menaces doit étre prise en considération et doit inciter la mise en place de mesures de
conservation des maintenant. La mise en ceuvre de mesures le plus tot possible empéchera la
nécessité de devoir, a I’avenir, appliquer des méthodes beaucoup plus difficiles et couteuses

telles que la réintroduction.

Les stratégies de conservation doivent impérativement inclure la réalisation et le maintien
de réseaux de corridors afin de diminuer 1’impact des obstacles au flux génétique et ainsi
d’assurer une bonne connectivité entre les noyaux de population. Cela permettra de maintenir
une certaine diversité génétique chez les chats forestiers en évitant notamment une dépression
de consanguinité. Pour ce faire, plusieurs actions avaient déja été proposées en Wallonie par
Delangre et al. (2019) : la construction d’écoducs, la renaturalisation des berges des cours d’eau
et le développement du bocage (plantation de haies). Delangre et al. ont également cartographié
le réseau écologique du chat forestier en Wallonie et sur une partie du Luxembourg. Ces
résultats couplés a notre travail peuvent servir de base pour identifier les endroits qui nécessitent
la mise en ceuvre de ces actions. D’aprés des simulations effectuées par Landguth et al. (2010),
les espéces ayant des distances de dispersion relativement importantes devraient voir les effets
des barriéres disparaitre apres 15 générations une fois les barrieres supprimées. L’amélioration
du réseau écologique des chats forestiers devrait donc étre rapidemment bénéfique pour

I’espéce.
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Les écoducs constituent un investissement important, les bénéfices pour le chat forestier et
la faune en général en vaudront cependant la peine. En plus d’améliorer la connectivité en
limitant I’effet fragmentant des routes, ils permettent la diminution des risque de collisions avec
les voitures. Leur efficacité chez le chat forestier a été documentée dans plusieurs études. En
2011, Pir et al. attestaient que, sur 21 chats forestiers étudiés, neuf individus empruntaient
I’écoduc construit au-dessus de I’autoroute A7 au Luxembourg. D’aprés des pieges
photographiques posés par Janssen & Mulder (2013), 1’écoduc situé sur I’autoroute E40 et la
voie ferrée du TGV semble étre utilisé par les chats forestiers et permettrait la connexion entre
Aix-la-Chapelle et Liege. L’étude de Klar et al. (2009) suggérait une meilleure efficacité des
passages inférieurs par rapport aux passages supérieurs. Cette méme étude recommande de
combiner les écoducs a I’installation de clotures spécifiques pour les chats forestiers le long des
autoroutes situées dans des zones de présence du chat. Ce dispositif a réduit la mortalité des

chats forestiers due aux accidents de la route de 83% dans leur zone d’étude.

Favoriser la conservation du chat forestier permettra de protéger son habitat et toute la
biodiversité qui y est liée. Le chat forestier peut étre considéré comme une espéce parapluie,
une multitude d’animaux bénéficieraient donc des corridors et autres moyens de conservation
mis en place. Par son alimentation essentiellement composée de micromammiferes, il peut
également étre considéré comme un bon auxiliaire de culture en régulant les rongeurs. De plus,
c¢’est une espece emblématique appréciée du grand public. Les mots employés par les agents du
DNF concernant les raisons pour lesquelles ils considerent la conservation du chat forestier
comme essentielle attestent de I’affection et de la fierté qu’ils lui portent. Au-dela de la nécessité
de protéger la biodiversité de maniére générale, ils parlent d’une espéce « de chez nous »,
« indigéne », « & intérét patrimonial », « notre seul félin sauvage », « un caractére mythique ».

Le rble des prédateurs dans 1’écosystéme est crucial et nécessite d’étre préserve.
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CONCLUSION

Ce travail visait a analyser différentes problématiques liées au chat forestier en Wallonie
et au Luxembourg. Il contribue a 1’enrichissement des connaissances sur 1’espéce dans des
régions encore peu étudiées et apporte des informations qui peuvent aider a la mise en place

d’actions de conservation.

Concernant la problématique de I’hybridation, nous avons constaté que les taux
d’hybridation dans les deux régions étudiées étaient relativement bas. Bien qu’ils soient a
considérer avec précaution en raison d’éventuels biais di a la méthode d’échantillonnage
employée en Wallonie, ces résultats concordent avec ceux des récentes études dans I’ouest de
I’Europe. La présence des chats domestiques, forestiers et d’hybrides au sein d’une méme
placette située a proximité d’infrastructures humaines suggére 1’augmentation des risques

d’hybridation pres des zones urbanisées.

L'analyse de la structure génétique de nos chats forestiers a mis en évidence l'existence
de deux groupes génétiques. L'origine de ces deux groupes reste inconnue. Nous avons
cependant constaté qu'ils ne présentent pas de séparation géographique nette et leur
différentiation génétique est faible. Nous rejoignons donc I'idée que les chats de Wallonie et du

Luxembourg appartiennent a la méme grande population d'Europe centrale occidentale.

Le coefficient de consanguinité apparait élevé en Wallonie en comparaison au
Luxembourg. Le risque de dépression de consanguinité est donc bien présent. Des biais
d'échantillonnage possibles ainsi que des incohérences avec des données provenant d'autres

études existent cependant. Ces résultats sont donc a interpréter prudemment.

Au Luxembourg, nous avons pu identifier les différents corridors et barriéres jouant un
réle sur le flux génétique de I'espéce. Les résultats étaient en accord avec les connaissances
actuelles sur I'écologie du chat forestier. En effet, les foréts et les zones agricoles servent de
corridors a la dispersion des chats, tandis que les autoroutes et zones urbanisées agissent comme

des barrieres pour I'espéce.

Notre étude nous a permis d’avoir une vision tres localisée du chat forestier et d’en
apprendre plus sur 1’état de I’espéce a petite échelle. Nos résultats suggérent I’importance de
mettre en ceuvre des moyens de conservation dés maintenant pour contrer les principales

menaces : la destruction et fragmentation de I’habitat et I’hybridation avec le chat domestique.
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Annexe 1 : Distribution du chat forestier en Wallonie (Axel Bourdouxhe)
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Annexe 2 : Liste des SNP employés

Fst01_SNP033 Fst33_SNP152 mtDNA_SNPID1
Fst02_SNP138 Fst34_SNP127 mtDNA_SNPID2
Fst03_SNP149 Fst35_SNP106 mtDNA_SNPID3
Fst04_SNP018 Fst36_SNP021 mtDNA_SNPIDA4
Fst05_SNP032 Fst37_SNP066 mtDNA_SNPn
Fst06_SNP133 Fst38_SNP177 mtDNA_SNPu
Fst07_SNP148 Fst39_SNP007 mtDNA_SNPx
Fst08_SNP192 Fst40_SNP038 mtDNA_SNPz
Fst09_SNP193 Fst41_SNP114 SNP012
Fst10_SNP184 Fst42_SNP090 SNPO14
Fst11_SNP195 Fst43_SNP027 SNPO049i
Fst12_SNP028 Fst44_SNP143 SNP062
Fst13_SNP041 Fst45_SNP153 SNPO065c
Fst14_SNP048 Fst46_SNP036 SNP093
Fst15_SNP057 Fst47_SNPO17 SNP101
Fst16_SNP058 Fst48_SNP095 SNP102
Fst17_SNPO60 Fst49_SNP08Y SNP105b
Fst18_SNP08S8 Fst50_SNP084 SNP107
Fst19_SNP146 Fst51_SNPO19 SNP109
Fst20_SNP176 Fst52_SNP010 SNP115
Fst21_SNP190 IDOL_SNP134i SNP129
Fst22_SNP020 ID02_SNPO16i SNP139
Fst23_SNP026 ID03_SNP029i SNP141
Fst24_SNP030 ID04_SNPO47i SNP144_Fstl
Fst25_SNP159 ID05_SNPO034i SNP155
Fst26_SNP166 ID06_SNP112i SNP158
Fst27_SNP050 ID07_SNP144i SNP162
Fst28_SNP098 ID08_SNP111i SNP178
Fst29_SNP0O1 ID09_SNP185i SNP187
Fst30_SNP064 ID10_SNP110i SNP194
Fst31_SNP126 SNP196
Fst32_SNP067 - SNP198

4 mtDNA lignée maternelle

75 avec valeur de Fstentre 0.6 et 1 (pour évaluer 1’introgression)
11 avec valeur de Fst <0.5 pour distinguer les individus

4 mtDNA pour distinguer les individus



Annexe 3: Liste
reprenant le type et
le nombre de chat
ayant visité chaque
piquet en Wallonie

Typece e
Forestier

Domestique
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier

Hybride F2 2
Forestier 3 (dont 1 capturé 2x)
Forestier 1
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier 1
Forestier 1 (capturé 2x)
Forestier 1 (recapturé au P63C)

Forestier 5 (dont 1 capturé 2x et 1
recapturé au P63B)

5
1
3
2
1
2
1
1
1
3
1
2
2
1
2
1

N N N T

Forestier
Forestier

Forestier et hybride
backcross domestique
Domestique et hybride F1

Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier
Forestier

P P RPN ERP R R RPN N R R




Annexe 4 : Questionnaire fourni aux agents du DNF via Google Forms

Dans le cadre de mon mémoire concernant la structure génétique du chat forestier en
Wallonie, j'ai participé a lI'analyse des échantillons récoltés pour le WWF-Belgium. Dans le
milieu de la conservation, I'aspect social par la communication avec les différents acteurs
concernés est primordial. C'est pourquoi j'ai réalise ce questionnaire afin de récolter les avis des
personnes ayant récolté les echantillons et leur perception de I'espéce et sa conservation apres
avoir participé a cette récolte.

Si vous avez des questions, vous pouvez me contacter a l'adresse suivante
alix.attaque@student.uliege.be

Merci pour votre participation.

Concernant la conservation du chat forestier :

1. Avez-vous déja observé le chat forestier en Belgique ? (Oui/Non)
2. Pensez-vous que la conservation du chat forestier soit une priorité pour la conservation
de la nature en Belgique ? (Oui/Non)
Pour quelle(s) raison(s) ? (Réponse libre)
Dans votre quotidien, avez-vous modifié certaines de vos pratiques pour prendre en
compte les besoins du chat forestier ? (Oui/Non)
5. Sioui, comment ? (QCM)
Laisser les ronces pousser librement sur le sol
Laisser le lierre pousser librement sur les arbres
Favoriser la présence de fourrés et de taillis
Favoriser la présence de souches, troncs creux ou amas de branches
o Autres (précisez)
6. Quels sont les éventuels freins qui pourraient empécher le maintien du chat forestier
dans les foréts belges ? (QCM)
o Exploitation forestiére importante
o Proximité des villages - présence de nombreux chats domestiques et hybridation
o Proximité des routes - mortalité due aux collisions routieres
o Autres (précisez)
7. Avez-vous des remarques/suggestions ?

> ow

@)
@)
@)
@)

Concernant la récolte de poils :

1. Les documents fournis étaient-ils clairs et utiles ?
2. Participeriez-vous a nouveau a des récoltes de ce type ?
3. Quelles ameliorations pourraient étre apportées ?



