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Résumé. La systématique du Crapaud vert Bufo viridis Laurenti 1768, adoptée actuellement, est basée exclusivement sur la morphométrie.
Les résultats obtenus dans le présent travail montrent clairement ses limites a trancher dans des situations critiques posées par les statuts
taxinomiques de B. brongersmai Hoogmoed 1972 et de la population insulaire de Corse (Méditerranée occidentale) de B. viridis.
L’approche utilisée ici associe les données de morphométrie et de génétique des populations. L’utilisation de Poutil génétique,
spécialement des marqueurs allozymiques, comme complément de la morphométrie a apporté des résultats pouvant remettre en cause la
systématique périspécifique du Crapaud vert. En effet, malgré un échantillonnage limité, les résultats préliminaires semblent révéler qu’il
s’agit plutét d’un complexe d’espéces.

Mots clés : Bufo viridis, systématique, marqueurs allozymiques, morphométrie, concepts biologique et phylogénétique;.

Morphological variabilities and Genetic of the green toad Bufo Viridis: Systematic values.

Summary.. The systematics of the Green toad Bufo viridis Laurenti, 1768 adopted up to now is exclusively based on the morphometric
characters. The results obtained in the present study show clearly its limits in critical situations like the systematic status of B. brongersmai
Hoogmoed, 1972 and the island population of Corsica (INW Mediterraneean). The approach used here associates morphometric and
allozyme data. The use of the genetic tool as a complement of the morphometry brought resuits being able to revisit the perispecific
systematics of the Green toad, Indeed, in spite of a limited sampling, preliminary results reveal a high genetic differentiation between the
island population and the continental one. Consequently, it could involve a species complex rather than a single one.

Keywords : Bufo viridis ; systematics ; morphometry ; allozyme markers ; biological and phylogenetic concepts.

INTRODUCTION semblent le différencier de B. viridis (fig. 3). Cependant, le
Le Crapaud vert Bufo viridis Laurenti 1768 appartient a la critére diagnostique utilisé par Hoogmoed qui est celui du
famille des Bufonidés (classe des Batraciens). Sa répartition  tubercule subarticulaire distal a été ensuite remis en cause
géographique mondiale (fig. 1) est trés large. Elle englobe (Benhachem, 1989)

I’ensemble du continent européen, a ’exception de la - L

France, de la péninsule ibérique et des iles britanniques; la Laire fie ?epamtlon dlf Cral?a‘?d, de Brongersma, nettement
limite septentrionale se situe au sud des pays scandinaves. plus redulfe, ser_nble ctre lu?mee au Su,d -ouefst du Maroc
EHe inclut également I’ensemble des grandes iles (fig. ?)j Neanmqms, des representants presumes de ce taxon
méditerranéennes, une large partie de IAsie ainsi que ont été obsc?wes dans des stations plus. septentrionales
I’ Afrique du Nord depuis I’Egypte jusqu’au sud du Maroc. nf)tamment a Skhour'Erhamna (]?e la Riva, 1992). Par
ailleurs, Bons & Geniez (1996) signalent la présence en
Sa distribution géographique au Maroc (fig. 1) montre que sympatrie de B. viridis et B. brongersmai dans plusieurs
’espece est trés répandue, occupant divers types de sites, en particulier sur la facade atlantique dans la zone
milicux, depuis les plus basses altitudes des cotes atlantique comprise entre Essaouira et Tarfaya.

et méditerranéenne jusqu’a des altitudes de haute montagne, La présence en sympatric de ces deux entités
dépassant par endroits 2500 m. Vers le sud, I’espéce atteint morphologiquement et a fortiori phylogénétiquement trés
les régions arides du Sahara ou elle se cantonne au niveau proches pose le probléme de ’origine de B. brongersmai et
de certains points d’eau situés en plein désert. D’aprés de son degré d’isolement reproductif par rapport a B. viridis
Beaubrun - (in Bons & Geniez, 1996), la localité  (total ou partiel). D’autre part, la distribution géographique
d’El Argoub prés de Dakhla constituerait la limite actuelle de B. wviridis de part et d’autre du bassin

méridionale de son aire de distribution. méditerranéen et  occupation des grandes iles
En 1972, Hoogmoed décrit un deuxiéme Crapaud vert trés méditerranéennes associée aux évenements
apparenté¢ a B. viridis de par sa morphologie. Il s’agit de paléobiogéographiques majeurs qu’a connu la méditerranée
Bufo  brongersmai Hoogmoed 1972 ou Crapaud de occidentale soulévent plusieurs questions relatives
Brongersrr}a. En effet, jusqu’en 1972, les spécimens de ce notamment a I’histoire de colonisation de ces iles et au
taxon ¢taient considérés comme de jeunes B. viridis degré de différenciation morphologique et/ou génétique des
(Pasteur & Bons, 1959). Depuis, plusieurs observations et populations  insulaires par rapport au peuplement
travaux, effectués sur plusieurs caractéres morphologiques, continental.
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Figure 1. Aire de répartition mondiale du Crapaud vert Bufo viridis Laurenti, 1768,
d’apres Bruno et al. (1973; Arnold & Burton 1978, Engelmann & al. 1986).

vue ventrale implantation des tubercules sous-digitaux

x4

Bufo brongersmai

Figure 3. Principaux caractéres morphologiques différenciant Bufo viridis de Bufo brongersmai :
ventre blanc uni chez B. viridis et blanc tacheté chez B. brongersmai; tubercules sous digitaux du 4™ doigt
simple chez B.viridis et double chez B. brongersmai; taille de adulte de B. viridis fait le double du B, brongersmai.
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Figure 3. Distribution de Bufo viridis et de Bufo brongersmai au Maroc,
selon Bons & Geniez (1996) et localisation des stations d’étude.
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L objet principal de ce travail est de définir une approche
méthodologique intégrant des données de morphométrie et
de génétique biochimique susceptible d’appréhender de
maniére efficace les questions posées ci-dessus. Cette
approche est basée sur ’acquisition et I’analyse de données
morphométriques et génétiques. A cet effet, des individus
de B. viridis provenant du Maroc et de Corse ont €t
étudiés. L’analyse comporte I’examen des principaux
caractéres morphométriques et une étude de la variabilité
génétique par €lectrophorése des protéines enzymatiques a
plusieurs locos, ce qui nous permettra d’évaluer et de
comparer les niveaux de divergences morphologique et
génétique entre une population continentale (le Maroc) et
une population insulaire (la Corse).

MATERIEL ET METHODES

Morphométrie

L’analyse porte sur un échantillon de 18 individus
appartenant au taxon B. viridis dont 16 proviennent du
Maroc et 2 de Corse. Cinq spécimens représentant le taxon
B. brongersmai issus du sud du Maroc ont été également

inclus. Les mesures effectuées intégrent deux types de
variables :

— variables quantitatives : (1) longueur du corps allant du
museau jusqu’au cloaque, et (2) densité des tiches
pigmentaires dorsales le long de la ligne qui rattache
’épaule gauche a la patte droite;

- variables qualitatives : (1) aspect de la coloration dorsale
et ventrale (tacheté réticulé, blanc uni ou blanc ponctué),
(2) présence (simple ou double) de tubercules sous-
articulaires au niveau du quatrieéme doigt; et (3) la présence
ou absence de ligne vertébrale et du contraste du dos.

Polymorphisme enzymatique

Quatorze individus appartenant tous au taxon B. viridis,
dont 12 du Maroc et 2 de Corse sont analysés ici par
électrophorése des protéines enzymatiques sur gel
horizontal d’amidon au niveau de 15 locos représentant 11
systtmes enzymatiques. Sur chaque individu, quelques
millilitres de sang ainsi que des fragments de foie, de cceur,
de rein, de muscle et d’appareil génital sont prélevés,
broyés et centrifugés. Les surnageants provenant des divers
tissus sont ensuite récupérés et stockés a —70°C. Les
électrophoréses sont réalisées selon le principe des
colorations spécifiques en utilisant les conditions
expérimentales et les tampons (de gels et de migrations)
décrits in Pasteur ef al. (1987) et résumés sommairement au
tableau 1.

Tableau 1. Systémes enzymatiques étudiés chez Bufo viridis et conditions expérimentales utilisées. '’ - Enzyme

Commission Number; © : les recettes de préparation sont données in Guillaume (1987) et Pasteur et al. (1987).
Systeme enzymatique E.CN.M Nombre Tissus Tampon®

T de locos

PGM Phosphoglucomutase 2.7.5.1. 1 Hémolysat Tris Malate pH 6,9
o-PGDH Glycérophosphate déshydrogénase 1.1.1.44 1 Foie et Rein Tris Citrate pH 8
IDH Isocitrate déshydrogénase 1.1.1.42. 2 Foie et Rein Tris Citrate pH 6,7
MDH Malate déshydrogénase 1.1.1.37 2 Hémolysat Tris Malate pH 6,9
LDH Lactico déshydrogénase 1.1.1.28. 2 Hémolysat Tris HCl pH 8,5
AAT Aspartate amino trasférase 2.6.1.1. 2 Foie et rein Tris Citrate pH 8
EST Estérase 3.1.1.1. 1 Hémolysat Tris HCI pH 8,5
SOD Superoxyde dismutase 1.15.1.1 1 Foie et Rein Tris HCI pH 8,5
ME Malico-enzyme 1.1.1.40 1 Plasma Tris HCI pH 8,5
MPI Mannose 6-phosphate isomérase 53.1.8 1 Hémolysat Tris Citrate pH 8
GPI Glucose-phosphate isomérase 5.3.1.9. 1 Hémolysat Tris HCI pH 8,5

RESULTATS

Le tableau II regroupe I’ensemble des résultats des mesures
effectuées sur les individus représentant B. viridis et B.
brongersmai. 11 apparait que le caractére " tubercules sous-
articulaires” n’est pas constant a I’intérieur d’un méme
taxon (présence simultanée de tubercules simples et
doubles) et ne constitue donc pas un bon caractére
taxinomique. Par contre, la taille de ’adulte montre une

différence stable et mesurable : les individus appartenant au
taxon B. brongersmai sont de plus petite taille. Le caractére
"aspect du ventre" (plutdt uni chez B. brongersmai.

Alors qu’il est souvent ponctué chez B. viridis (fig. 2) vient
au second plan et semble séparer entre les jeunes des deux
taxons, chez qui la "taille" ne constitue pas un caractére
discriminant. "L’absence de ligne vertébrale" chez

B. brongersmai semble constituer également un caractére
constant.

Globalement, I’analyse comparée des caractéres morpho-
métriques pris en compte dans le présent travail montre une
plus grande variabilité de B. viridis par rapport 4 B.
brongersmai. Néanmoins, chez B. viridis, les deux
individus de Corse ne sont pas différents de ceux du Maroc.

La variabilit¢ génétique étudiée ici par électrophorése des
protéines enzymatiques sur gels horizontaux d’amidon a
permis de révéler le polymorphisme a 15 locos différents.
Les résultats bruts sous forme de génotypes observés aux
locos étudiés sont notés dans le tableau lII. Les 15 locos
analysés peuvent étre scindés en deux catégories :

1. Des locos monomorphes représentés par un seul et méme
type d’all¢les chez tous les individus analysés y compris les
deux de Corse. Ces locos sont EST (fig. 1V), GPI, ME,
MDH2 et AAT2

2. des locos polymorphes représentés chacun par deux
alleles différents ou plus. Il s’agit de PGM (fig. IV), IDH2,
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SOD, MDH,, LDH,, LDH,, IDH,, «-GPDH et AAT,. En
fait, tous ces locos sont représentés par deux alleles a
I’exception de MPI (fig. IV) ol I’on note I’expression de
trois alléles. 11 est important également de noter qu’au sein
de cette catégorie, deux sous-groupes différents de locos
sont mis en évidence :

a— au premier, un seul type d’alléles s’exprime dans
I’échantillon marocain contre un second type présent
exclusivement chez les deux individus de Corse. Les locos
possédant ce type de polymorphisme sont: o-GPDH,
LDH,, LDH,, MDH, et SOD (fig. 4). Ce sont en fait des
locos monomorphes a l'intérieur de chacun des deux
échantillons car on remarque ’absence totale d’individu(s)
hétérozygote(s).

b — des locos polymorphes a Iintérieur de I’échantillon
marocain avec deux ou trois alléles : AAT,, IDH;, PGM et
MPI. D’autre part, ’analyse des génotypes a ces mémes
locos montre la présence conjointe d’individus
homozygotes et hétérozygotes dans I’échantillon marocain.
Par contre, les deux individus de Corse sont homozygotes a
tous les locos analysés et ne possédent d’ailleurs qu’un seul
type d’alléles par locos.

L’analyse des fréquences alléliques (tableau IV) déduites
directement a partir des effectifs génotypiques montre
clairement que les échantillons de Corse et du Maroc
possédent des alléles fixés différents (alleles alternatifs) a
plusieurs locos : a-GPDH, LDH,, LDH,, MDH, et SOD.
On note également la présence spécifique de certains all¢les
plus ou moins rares dans I’échantillon marocain. 1l s’agit de
AAT-70, IDH,-108, PGM-106, MPI-96 et MPI-112. Enfin,
on note qu’en Corse, il existe un allele par locos, alors que
dans I’échantillon marocain 20 ali¢les différents sont
recensés sur I’ensemble des 15 locos testés.

DISCUSSION

La réduction de la diversité génétique dans la population de
Corse nous parait tout a fait conforme aux spécificités
classiques liées au syndrome d’insularité¢ (Blondel 1995).
L’ensemble des résultats obtenus réveéle un haut degré de
différenciation génétique de la population insulaire de
Corse par rapport a son homologue continental du Maroc.

Nous avons d’ailleurs tenté d’estimer la distance génétique
entre I’échantillon marocain et celui de Corse en utilisant
Pindice de Nei (1978) adapté aux échantillons de petite
obtenue (voisine de 0,5 unité), aussi biaisée qu’elle soit,
donne une indication précieuse sur le degré de divergence
génétique entre ces deux populations, ainsi que sur la
période de leur isolement géographique.

Conformément au concept de I’horloge moléculaire (Sarich
et al. 1973, Sarich 1977), cet événement doit remonter a
plusieurs millions d’années. A titre indicatif, d’aprés ce
concept, une unité de distance correspond 2 une valeur de
18 a4 20 Ma. sur I’échelle des temps géologiques. Des
travaux antérieurs menés sur des amphibiens du genre
Discoglossus (Busack, 1989) et sur des Lacertidés

(Guillaume 1982, Sqalli 1991) évoquent clairement le role
de la crise de salinité messinienne et I’asséchement plus ou
moins total de la Méditerranée occidentale auquel elle a
conduit (Cita 1980), dans la mise en place des peuplements
herpétologiques de part et d’autre du bassin méditerranéen
et la colonisation des iles initialement inaccessibles & ces
organismes purement terrestres.

Des études ultérieures utilisant un échantillonnage plus
adéquat, étayées par des données paléontologiques et
paléobiogéographiques de la Mé¢diterranée occidentale,
permettront d’élucider de maniére plus précise cette phase
et de se prononcer plus clairement sur le statut taxinomique
de la population insulaire. Si une telle hypothese de mise en
place est confirmée, elle permettra vraisemblablement
d’attribuer 4 la population corse un nouveau statut
taxinomique de rang spécifique et ce conformément au
concept évolutif de 'espéce biologique (Mayr 1963, 1974,
Wiley 1978, Cracraft 1983, Smith 1990).

Selon ce concept, des populations allopatriques nettement
différenciées et complétement isolées sur le plan des
échanges génétiques (rupture totale du flux génique) sont
¢levées aux rangs d’espéces car méme si elles ont maintenu
une certaine identité morphologique permettant de les
rapprocher, elles ont développé chacune ses' propres
tendances et caractéres évolutifs sous I’emprise de la
sélection et dérive, ou encore sous 1’effet de la mutation et
de l'adaptation.

Ainsi, Frost & Hillis (1990) ont attribué a deux sous-
espéces génétiquement différenciées du genre Bufo (B.
microscaphus microscaphus et B. m. californicus) le statut
d’espéces distinctes, respectivement B. microscaphus et B.
californicus dans deux échantillons de Bufo viridis.
Concernant Bufo brongersmai, les variables morpho-
métriques considérées dans la présente étude révelent une
différenciation plus ou moins nette de ce taxon par rapport a
B. viridis.

Cependant, elles ne permettent pas de diagnostiquer
aisément entre les deux taxons et particuliérement lorsqu’il
s’agit de jeunes spécimens. Aussi, il nous semble
indispensable d’utiliser I’outil moléculaire enzymatique
afin d’éclaircir la situation et de pouvoir vérifier de maniére
irréfutable I’existence ou [I’absence d’isolement repro-
ducteur entre ces deux entités. L’estimation du degré de
divergence génétique aidera également a retracer la
phylogenese et reconstituer les étapes clés de Ihistoire de
mise en place du groupe correspondant a ces deux taxons.

Il est intéressant de vérifier I’hypothése, qui serait celle
d’une spéciation sympatrique de Bufo brogersmai,
processus fréquent chez les animaux peu mobiles comme
ceux du groupe des amphibiens (Gill 1978). Dans le cas ou
cette hypothése est confirmée, il serait trés utile d’élucider
les caractéres adaptatifs propres au Crapaud de Brongersma
ainsi que les facteurs écologiques du milieu qui lui ont
permis de se différencier au sein méme de I'aire de
répartition de Bufo viridis
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Tableau 2. Mesures morphométriques de Bufo viridis et de Bufo bongersmai en provenance du Maroc, de Tunisie et de Corse.

ECHANTILLONS CARACTERES
! Tubercules
Espéce | Individu | Provenance }Sexej Age L(::lzueur Aspect Dorsal | Contraste vl;tigél;e % Pigment.| Aspect Ventral| sous-articulaires
totale (CHII) e rale (4éme doigt)
FRANCE
BV1 ad | 65 tacheté + + 060 | Dlenc avecdeni e
fragmenté points noirs
(Corse)-Galéria tacheté
BV 2 ad. | 8,0 (petites taches) + + 0,64 blane uni
MAROC
BVS ad. | 80 tacheté ++ 4 0,60 blane uni simple
BV 9 ad. | 80 "“}:",é (’:;cé) - ++ - » »
tacheté a
. \% . -
K BV 16 Mohammedia ad 7,0 réticulé ++ 0,68 blanc marbré double
e BV17 ad, | 693 tacheté + s 0,63 blanc uni simple
o BV 18 tacheté & "
ad. 73 réticué - - 0,62 douhle 3 gauche
a BV 19 ad. 78 tacheté - 4+ 0,69 " simple
=
(Y
L
]
a BV 6 Fauih ben Salah ad. | 8,0 réticuld ++ 4 0,70 " "
= BV 7 ad. | 58 tacheté + ++ 0,66 " "
[ Bv20] Agadr [ s lad] 45 | techete [ + [ 4 T o2 [ [ ”
@ . tacheté blanc uni (pts. ,
- BV 4 uv, | 4,3 : - 0,40 . . )
© Extréme S.W. ' (petites tat:hei) ++ noirs gulaires) smple
- BV S ad | 70 tacheté - L - blanc uni simple
- (trés clair)
> [ BVS ] (Dakhla) [ & 7] 65 ] w T -1 + [ - | " 1 ™
-]
- BVIO | iricine sub. | 7,0 tacheté + + 0,80 » "
-1 . .
- BV 11 | indéterminée ad. | 80 (c“f’h"“ ; - 0,66 »
BV12 | Merzouga jav. | 8,6 t“;’ﬁﬁg::;“ - - 0,65 " »
BV13 | RaselMa juv. | 86 (petf:'h:fhﬂ) - - 0,26 » "
TUNISIE
BV 14 Nouil sub. | 6,0 tacheté + 4 0,63 blanc uni simple
| BV15| ChomDjerid | ? [juv.[ 80 | tachett [ — | = | 046 | T m
- MAROC
L]
E
PO 14 km Nord de bl
: g BBrS [T O ad. | 38 tacheté + - 0,44 ::m"xg:’ double
oo
] 5 BBr4 s — » ™
g -§ Maison forest. | ¢ | % | 4° réticulé + 0,60
= BBr3 | i aemame | © | 80| 40 tacheté + - 0,52 ” ”
gﬁ BBr 2 | ad | 42 tacheté -+ - 0,64 " "
°© =
- BBrl | S.sourceTata | ¢ ad. 3,8 tacheté - - 0,40 ” simple
-]
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Tableau l11. Effectifs génotypiques a 15 locos enzymatiques dans
deux échantillons de Bufo viridis

Tableau IV. Fréquences alléliques a 15 locos enzymatiques.

Maroc

Locos génotypes Maroc Corse Locos génotypes Corse
70/100 2 0 70 .08 0
AAT
AAT, 100/100 10 2 : 100 92 i
100/100 12 0 100 1 0
oGPDH
aGPDH140/119 0 2 110 0 i
100/100 11 0 IDH, 100 .96 (1)
IDH, 108/108 0 2 108 04
100/108 1 0 LDH, 95 0 0
LDH 95/95 0 2 100 1 I
: 100/100 12 0 LDH, 80 0 (1)
L DH 80/80 0 2 100 !
. 100/100 12 0 MDH, 19000 (1> (1)
MDH 90/90 0 2
: 100/100 12 0 SOD 19040 (1) (1)
94/94 0 2
SOD 100 .79 1
0
oo : o s a0
PGM 106/106 1 0 IDH, }(1)8 (1) (1)
100/106 3 0 o6 0 0
IDH 1007100 1 2 100 78 i
B 100/110 1 0 MPI 112 18 0
100/100 8 2 96 04 0
LD e
, 1
96/112 ] 0 xEHZ igg i 1
AAT, 100/100 12 2 GPI 100 | |
MDH, 100/100 12 2 EST 100 | :
ME 100/100 12 2
GPI 100/100 12 2
EST 100/100 12 2 utilisé et approuvé. Si par contre, des hétérozygotes sont
décelés, ils seraient synonymes d’hybrides et par
CONCLUSION conséquent iis constitueraient le témoignage incontestable

Au vu des résultats obtenus dans la présente étude,
’hypothése de remettre en question le statut taxinomique
de B. viridis nous semble justifiée. Les méthodes d’analyse
utilisées dans ce travail préliminaire constituent une
approche cohérente capable de conduire 4 une réponse
satisfaisante 4 la problématique posée par la systématique
périspécifique de B. viridis. Pour cela, un échantillonnage
appropri€ et conséquent sera nécessaire et devra englober
plusieurs iles méditerranéennes et régions continentales
d’Afrique du Nord, d’Europe et d’ Asie.

Une approche analogue aidera également a lever le doute
qui subsiste entre B. viridis et B. brongersmai. L’obtention
d’un profil électrophorétique montrant la présence d’alléles
alternatifs a un locos donné (similaire a celui obtenu au
locos SOD par exemple) entre les représentants de deux
€chantillons sympatriques de ces deux taxons constituerait
un critere diagnostique irréfutable attestant d’un isolement
reproductif total, qui demeure le critére fondamental
du concept de I’espéce biologique (Mayr 1963, 1986)
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de brassage génétique et d’absence de barriére étanche 4 la
reproduction. Ce dernier cas de figure obligera ces
recherches a pousser de maniére trés fine dans la répartition
¢cogéographique afin de délimiter trés nettement la (ou les)
zone d’introgression. Ce dernier travail nous permettra
d’estimer plus correctement le taux d’hybridation et surtout
la dispersion de ces hybrides a partir de la zone
d’introgression.  Ainsi, on pourra discuter avec
argumentation cette variation biochimique ou moléculaire
¢ventuellement observée et lui attribuer un caractére
systématique (notion de sous espece ou race géographique)
ou simplement un caractére lié au polymorphisme et
maintenu par les facteurs du milieu ou autres.

En définitive, méme si les résultats préliminaires obtenus
dans la présente étude restent insuffisants, ils constituent
néanmoins les prémices d’une systématique vraisembla-
blement plus complexe et plus intéressante. Sa révision
mérite d’étre affinée par I'utilisation des techniques de
génétique biochimique et moléculaire.
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