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Préambule

Cette these s’intégre dans le cadre d’une obtention du titre de Docteur en Sciences au sein de
I’Ecole Doctorale SEVAB (Sciences Ecologiques, Vétérinaires, Agronomiques et
Bioingénieries). Les travaux réalisés au cours de cette thése se sont portés sur la diversité
génétique et la taille efficace chez les populations de poissons sauvages avec pour cas d’étude
des populations de Saumon atlantique migrateurs amphihalin menacées. Ces études m’ont
permis de développer des compétences pluridisciplinaires tel que la biologie moléculaire lors
de I’établissement du panel de microsatellite et des génotypages, la génétique quantitative et
des populations lors de I’analyse de la diversité et structure des populations, la biostatistique
et la bioinformatique lors du développement des modeles de diversité génétique et
d’estimation de taille efficace.

Ce travail a été réalisé au sein du Laboratoire de Génétique Cellulaire au Département de
Génétique Animale de I’INRA de Castanet Tolosan, sous la responsabilité de Claude Chevalet
entre Octobre 2005 et Mai 2009. Il n’a été précédé d’aucun travail sur le sujet mais mon
travail de Master Recherche m’a permis de me familiariser avec les outils en diversité et
différenciation génétique (voir Nikolic et al. 2009c).

Il n’aurait pas été possible sans I’investissement des equipes de I’Unité mixte de recherche
Ecobiologie et qualité des hydrosystemes continentaux (INRA-AgroCampus Rennes), Spey
Fishery Board Research Office (Ecosse) et Fisheries Research Services Perthshire (Ecosse)
qui conservent depuis plus de vingt ans les écailles de Saumon atlantique récoltés dans
plusieurs rivieres et affluents de leur région.

Les résultats issus de cette recherche ont été valorisés par trois articles (Nikolic et al. 2009a, b
et Chevalet et Nikolic 2009). Un quatrieme article est en cours et sera I’aboutissement de ce
travail, puisque les données génétiques des populations étudiées seront analysées par le
modele d’estimation de I’évolution des tailles efficaces développé au cours de ces travaux.






Résumé

Ces travaux de these se sont intéressés principalement a la diversité génétique et a la taille
efficace (Ne) de stocks de poissons sauvages amphihalins migrateurs en danger, le Saumon
atlantique (Salmo salar). Pour cela, quatre populations ont été choisies en Europe du Nord
(Ecosse) et en Europe du Sud (France) pour leurs différences de structure et de mode de
gestion.

Ces travaux ont abouti au développement de deux nouveaux modeles. DemoDivMS prédit la
diversité genetique d’une population dont le scénario évolutif, donné par I’utilisateur, décrit
des variations de Ne au cours des générations antérieures. VarEff cherche a estimer les tailles
efficaces, au moment de I’échantillonnage et passées, en s’appuyant sur des calculs
analytiques directs raccourcissant les temps de calculs.

Abstract

This thesis was concerned mainly with the genetic diversity and the effective size (Ne) of wild
fish stocks of diadromous migratory endangered Atlantic salmon (Salmo salar). For this, four
populations were chosen in the northern (Scotland) and southern (France) part of Europe for
their differences in their structure and management.

This work led to the development of two new models. DemoDivMS predicted genetic
diversity of a population whose evolutionary scenario, given by the user, describes variations
of Ne during the previous generations. VarEff tries to estimate the effective sizes, sampling
time and pasts, based on direct analytical calculations to shorten the time of calculations.
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INTRODUCTION






D’une maniére générale, I’état des populations de poissons ne se résume pas
seulement a leur abondance mais également a leur viabilité vis-a-vis des pressions exercées a
leur égard. Cependant a ce jour, les régulations de I’exploitation des ressources naturelles se
basent principalement sur les estimations d’abondance des stocks et négligent les paramétres
renseignant sur leurs évolutions. Les indices de captures et d’effort de péche pour juger de la
durabilité d’un stock sont les plus utilisés pour en déduire des totaux autorisés de captures
(TAC) (captures maximales annuelles) en mer par des modeles tel que celui de Graham et
Shaefer (Graham 1935, Shaefer 1954, 1957). Si une année 40 bateaux de péche ont été
nécessaires pour prélever 2000 tonnes de poisson, contre 60 bateaux I’année suivante, alors ils
en déduisent que I’effort de péche est plus important et de ce fait que le stock est surexploite,
et ainsi réévaluent la TAC a la baisse. Toutefois, il apparait que ces estimations sont un
mauvais indicateur de I’abondance des stocks (Cury et Miserey, 2008). La stabilité des
captures ne témoignerait pas de la viabilité et de la durabilité d’une ressource. Si nous prenons
I’exemple des morues au Canada, les politiques de gestion jugeaient les stocks a I’équilibre,
entre leur exploitation et leur renouvellement, avant leur effondrement brutal en 1992. Il
semble donc impératif d’estimer des paramétres reflétant a la fois la taille des stocks et la

viabilité des populations.

L’abondance des populations de poissons, notamment migratoires, est difficile a
estimer compte tenu de la taille des habitats colonisés et de leurs parcours migratoires
complexes dans le temps et dans I’espace. Face a ces difficultés, les scientifiques travaillent
sur des parametres alternatifs qui permettraient d’évaluer la taille ainsi que I’état de santé de
ces populations. Grace aux avancées technologiques, informatiques et moléculaires,
I’information contenue dans les genes peut étre exploitée pour renseigner sur la viabilité d’une
population. Certaines séquences génétiques sont utilisées comme horloge moléculaire pour
retracer I’histoire évolutive des populations. Un des paramétres importants conditionnant cette
histoire évolutive est celui de la taille efficace (Ne) actuelle et ancestrale renseignant sur
I’évolution globale des populations et leur potentiel évolutif. Dans la littérature ce parametre
est mentionné comme primordial en conservation pour comprendre et prédire le devenir des
populations, tant sur le court terme que sur le long terme. Comme son nom I’indique ce
parameétre représente le nombre d’individus qui « agissent » (qui sont « efficaces ») pour faire
perdurer la population. Il peut étre considéré comme le nombre de géniteurs d’une population
transmettant effectivement leurs génes a leurs descendants. La taille efficace peut étre estimée

a partir de données génétiques mais également démographiques qui sont plus colteuses et



difficiles a obtenir. Malgré I’importance et la commodité d’estimer la taille efficace a partir
des données génétiques, ce parametre est tres peu exploité dans les programmes de suivi et de
conservation de populations en danger, telles que le Saumon atlantique (Salmo salar)

sauvage.

Ainsi, il paraissait intéressant de développer un travail utilisant des outils en génétique
des populations en vue de faciliter I’estimation des états des populations de poissons. L’intérét
de travailler sur ces nouveaux outils était de s’abstraire d’une certaine fagon des données
démographiques pas toujours évidentes a collecter chez les populations aquatiques. Ainsi, le

travail de thése s’est déroulé selon deux volets.

Le premier volet s’est focalisé sur les potentialités et les sensibilités des méthodes
d’estimations de taille efficace a partir de données génétiques de populations de Saumon
atlantique intégrées dans des programmes de conservation. Nous avons fait le choix de
travailler sur des populations de Saumon sauvage et anadrome, tout d’abord, parce que les
stocks s’effondrent et ensuite, parce que leur phylopatrie (retour dans leur riviere natale pour
se reproduire) permet I’identification des populations. A chaque bassin hydrographique
correspond une population isolée c'est-a-dire un stock. En plus de pouvoir identifier les
populations, I’utilisation des écailles rend possible I’estimation de I’age individuel, ce qui
permet de définir les cohortes et ainsi éviter les générations chevauchantes qui peuvent

fortement limiter les analyses en génétique des populations.

Les estimateurs de taille efficace étudiés au sein de ces travaux de these sont des
méthodes bayésiennes de coalescence utilisant des séquences microsatellites. La coalescence
fait référence a la description de la réunion des lignées phylogénétiques de séquences
orthologues dans une population. La généalogie des séquences étant décrite dans un arbre, les
évenements de coalescence font référence aux noeuds des arbres. Les méthodes
phylogénétiques sont plus efficaces que les méthodes non-phylogénétiques (Felsenstein
1992), principalement en raison du complément d'information fourni par la structure de
I'arbre. De plus, la modélisation généalogique a grandement facilité I'estimation des
parameétres démographiques et de mutations en utilisant la longueur des différences de
microsatellite (Chakraborty et Kimmel 1999, Feldman et al. 1999, King et al. 2000 par Storz
et Beaumont 2002). Il paraissait ainsi évident de tester des estimateurs de taille efficace
utilisant la coalescence et I’information apportée par les microsatellites. Analyser ces

méthodes sur des données réelles demande un effort dans le choix des populations de Saumon



et dans I’élaboration du panel de marqueurs microsatellites. Les populations ont ainsi été
choisies tres différentes en termes de taille, de diversité et de structure génétique. 1l s’agit de
deux populations Frangaises (Oir et Scorff) et deux Ecossaises (Shin et Spey). Devant la
quantité de marqueurs microsatellites développés chez le Saumon atlantique, un ensemble de
marqueurs a été sélectionné et testé pour aboutir a un large panel polymorphe permettant des
évaluations fines de la variabilité et de la structure des populations étudiées. L’ensemble de
ces travaux fait I’objet du premier volet de cette these et permet de fournir des propositions
d’utilisations d’estimateurs de taille efficace a partir de données genetiques pour les

programmes de conservation.

Néanmoins ces résultats ne permettent pas de conclure sur le devenir des populations.
Afin de retracer I’histoire évolutive entre le moment de I’échantillonnage et I’ancétre
commun, le deuxiéme volet de cette thése s’est consacré au développement d’un nouveau
modele de coalescence, VarEff, cherchant a repérer les fluctuations ancestrales de la taille
efficace des populations. Un point fort de ce modéle est d’offrir des temps de calculs courts
car les estimations s’appuient en partie sur des résolutions analytiques, sans passer par la
reconstruction des arbres de coalescence par simulation. Certaines résolutions analytiques de
ce modele ont été utilisées au sein du premier volet de thése pour développer un autre modéle,
DemoDivMS, qui permet de déduire la diversité génétique (en terme d’hétérozygotie) selon
I’histoire démographique d’une population. Ce modele a ainsi permis de comprendre le
maintien de la forte diversité génétique observée au sein des petites populations (Oir et

Scorff) pour le premier volet de la these.

Le développement du modeéle, VarEff, a pour objectif de retracer I’histoire évolutive
des populations étudiées pour comprendre leur diminution en comparant les fluctuations
observées avec celles de données abiotiques comme la pression de péche ou les variations des
pressions atmosphériques Nord Atlantique NAO (North Atlantic Oscillation). A la suite de
tests sur les performances de ce modéle avec des données simulées, nous espérons 1’appliquer
aux données microsatellite des populations de Saumons étudiées pour mieux comprendre

I’origine de leur diminution ces derniéres décennies.

Ce mémoire de thése présente des études sur la diversité et la structure de populations
chez le Saumon atlantique, en portant une attention particuliére sur la taille efficace. Ces

analyses ont soulevé des points importants dans I’utilisation des méthodes pour leur



application en conservation et exposé les perspectives offertes par le nouveau modele

d’estimation de taille efficace développé au cours de ces travaux de thése.



CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET CONCEPTUEL
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Le Saumon atlantique (Salmo salar) est une espece migratrice amphihaline anadrome
et sténotherme d’eau froide (MacCrimmon & Gots 1979 ; Porcher & Bagliniére 2001). Cette
espece est considérée comme en danger du fait de la diminution de son aire de répartition et
de I'abondance de ses stocks (ICES, 2001 & 2003 ; Caron et Fontaine, 2003). Elle est donc
inscrite depuis le début de la décennie 1990 sur la liste rouge des espéces menacées en France
et en Europe (Porcher & Bagliniére 2001). Le déclin du Saumon résulte de causes multiples,
cumulatives, liées aux stress anthropiques : multiplication des barrages, dégradation de la
qualité de I’eau et de I'habitat en riviere entrainant une modification de la productivité des
cours d’eau et taux d'exploitation inadapté (Saunders 1981 ; Bagliniére et al. 1990; Parrish et
al. 1998 ; Schindler 2001). En Europe, cela s’est traduit par I’éradication de I’espéece de la
plupart des grands bassins fluviaux tels que I’Elbe, la Tamise, le Rhin, la Seine, la Garonne et
la Dordogne (MacCrimmon & Gots 1979 ; Thibault 1994). De fait, des programmes de
restauration ont été mis en place sur de nombreux grands fleuves de I’aire de répartition

originelle de I’espece (Bagliniere et al. 1990 ; Ayllon et al. 2006).

A ces menaces se sont ajoutées des menaces plus récentes liées a I’impact du
changement climatique qui ont pu se cumuler aux modifications des usages des bassins
versants. Ces impacts se sont traduits, pour la majorité des stocks de saumons, par une trés
forte diminution de la composante d’individus de plusieurs hivers de mer (ICES, 2001). Il
s’est également traduit par une contraction du cycle de vie (diminution du temps de séjour en
riviere et en mer) entrainant un taux de renouvellement plus rapide des populations de

saumons (Bagliniére et al. 2004 ; Aprahamian et al. 2008).

Cette espéce présente des intéréts et des enjeux a la fois économique, patrimonial et
écologique. Le saumon a été largement exploité dans le passé par la péche commerciale dont
I’activité s’est fortement réduite suite a la mis en place d’une réglementation internationale
pour conserver I’espéce. Il reste néanmoins toujours trés attractif pour la péche a la ligne. Par
ailleurs, I’espéce a fait I’objet d’un trés fort développement de I’aquaculture avec un tonnage
actuel de plus de 1 millions (Knockaert 2006). Ces élevages marins qui se sont multipliés a
travers le monde ne sont pas sans conséquences sur la viabilité des stocks sauvages
(introgression génétique, pathologies). Enfin, le saumon est considéré comme un symbole de
la qualité de I'eau et un indicateur du changement global, compte tenu de son cycle biologique

qui se déroule a la fois dans le milieu continental et le milieu marin.
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Le Saumon atlantique a fait I'objet d'études depuis plus d’un siecle (Roule, 1920). Ces
premiéres études et celles qui ont suivi, ont permis de connaitre son cycle de vie et d’aborder
la caractérisation des populations (Prévost 1987 ; Mills 1989 ; Shearer 1992 ; Gueguen et
Prouzet 1994) et enfin d’analyser les traits et les stratégies d’histoire de vie de I’espéce
(Klemetsen et al. 2003). A ces études biologiques et écologiques se sont ajoutées plus
récemment des approches génétiques qui se sont multipliées en raison de la performance et de
la précision des outils de génétique moléculaire utilisés permettant notamment d’intégrer le
niveau d’organisation biologique qu’est I’individu (Paterson et al. 2004). Toutes ces études
ont permis d’aborder le fonctionnement, la dynamique des populations de I’espéce et les
mécanismes de régulation et d’évolution des stocks sous contraintes anthropiques (Prévost &
Chaput 2001 ; Dumas & Prouzet 2003 ; Bagliniére et al. 2005).

Ainsi, cette premiére partie présente la biologie du Saumon atlantique, I’état et le statut
de ces populations en développant d’une maniére plus particuliere certains facteurs d’impact.
Elle fait également le point sur les études génétiques réalisées sur I’espéce en abordant la

notion de biologie de la conservation.
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Partie 1.

CYCLE BIOLOGIQUE ET EVOLUTION ACTUELLE DES
POPULATIONS

CHAPITRE I — Contexte Scientifique et Conceptuel

11



CHAPITRE I — Contexte Scientifique et Conceptuel

12



Le Saumon atlantique a été nommé et classé Salmo salar par Linné qui signifie en latin « le

sauteur ». C’est un Téléostéen de la Famille des Salmonidés et de I’ordre des Salmoniformes.
1.1. Cycle biologique (Figure 1-1)

Les populations de Saumon atlantique peuvent étre anadrome ou non-anadrome.
Cependant la forme anadrome est celle qui représente I’archétype du Saumon atlantique. Elle
est également la forme qui produit les stocks les plus abondants. Les saumons Atlantiques
sont des poissons migrateurs, amphibiotiques, potamotoques (voir le Glossaire) et
phylopatriques, c'est-a-dire qu’ils naissent en riviére, y passent leur période juvénile, puis
partent en mer pour croitre avant de revenir dans leur riviére d’origine pour se reproduire
(frayer). Contrairement au saumon du Pacifique qui est sémelpare (mort aprés le frai), le
Saumon atlantique peut retourner en mer aprés le frai. La reproduction a lieu en riviére, sur
zones caillouteuses dans lesquelles la femelle enfouie ses ceufs. Les oeufs vont rester en
incubation pendant deux ou trois mois suivant la température de I’eau (Carnac 1988). A
I’éclosion, les larves (alevins) sont pourvues d’une vésicule vitelline qui assure leur survie

jusqu’a ce gu’ils se nourrissent progressivement de larves d’insectes et de vers. La phase

juvénile s’étend du stade alevin jusqu’au stade smolt en passant par le stade tacon.

Décembre : reproduction | Février- novembre: remontée en riviére

| Mars-avril : éclosion |

Tacons

Figure I-1. Cycle biologique du Saumon atlantique (Salmo salar) (Source modifiée Jean-Luc
Bagliniéere, INRA).
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Le stade tacon dure jusqu’au début de la smoltification soit de 1 a 7 ans en Europe et de 1
a 8 ans en Amérique du Nord (Heland et Dumas 1994). En France, la durée est plutt de 1 a 2
ans. Puis, le tacon parfaitement adapté a I’eau douce va subir un ensemble de modifications
internes et externes et devenir un smolt : phase qui le préadapte a la vie dans le milieu marin
(Beeuf 1994).

Figure I-2 Tacon de Saumon atlantique (Source INRA et ORE PFC).

Le stade smolt apparait au printemps lors de la migration vers la mer La smoltification
correspond a un ensemble de modifications cytologiques, morphologiques, physiologiques,
biochimiques, hormonales et comportementales (Beeuf, 1994) déclenchées principalement par
la température et la photopériode (Hoar 1976 ; Hoar 1988 ; Baeuf 1992) et permettant aux

saumoneaux de s’adapter a la vie marine.

Figure 1-3. Smolt de Saumon atlantique (Source Jean-Luc Bagliniere, INRA).

Le Saumon atlantique est I’espéce qui effectue les plus longs déplacements en mer,
plus de 14 000 km (Bceuf 1994). A ce jour quatre zones d’engraissement marine ont été
identifiées : Groenland-Labrador (détroit de Davis et mer du Labrador), Tles Féroé, mer de
Norvege et Baltique (Figure 1-4) Aprés un temps de séjour de 1 (castillons ou grisles) a 3 ans
(poisson de plusieurs hivers de mer sur ces zones d’engraissement les adultes reviennent dans
la riviére ou ils sont nés. Cet instinct de retour ou « homing » est fortement influencé par des

parametres visuels et olfactifs (Hasler 1996 ; Dittman et Quinn 1996). Cependant, la mémoire
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olfactive (odeurs environnementales et phéromones) apparait étre dominante dans la derniére
partie de leur voyage (Hasler 1966 ; Stabell 1984 ; Hasler 1996 ; Dittman et Quinn 1996 par
Dukes et al. 2004). En regle générale, il est considéré que cet instinct de retour a la riviere
natale est trés fort chez le Saumon atlantique puisque le pourcentage de divagants (strayers)
varie entre 2 et 6% (Stabell 1984 ; Quinn 1993 ; Youngson et al. 1994 ; Altukhov et al. 2000 ;
Jonsson et al. 2003).

A la différence avec le saumon du Pacifique, les mécanismes de leur survie en mer
n’ont toujours pas été bien définis (Webb et al. 2007). Dans tous les cas, les études
s’accordent a dire que les taux de survie en mer varient beaucoup plus dans le temps et dans
I’espace que ceux en eau douce et que la phase post smolt est certainement celle la plus
critique au cours du séjour marin (Shearer 2002 ; Friedland et al. 2003 ; Klemetsen et al.
2003).

Figure 1-4. Migration du Saumon atlantique vers ses aires d’engraissements : I’ouest du
Groenland (1), les Tles Féroé (2) et la mer de Norvege (3) et la mer baltique (4).
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1.2. Evolution des populations et statut actuel de I’espéce

1.2.1. Aire de répartition originale et actuelle

Le Saumon atlantique est présent dans les pays dont les riviéres se déversent dans
I'Atlantique Nord et dans la mer Baltique. En Europe, son aire de répartition comprend des
bassins versants de I'Atlantique, depuis I'lslande jusqu'au nord du Portugal. En Amérique du
Nord, celle-ci s’étend du bassin versant de la riviére Hudson, dans I'Etat de New York,
jusqu’a la baie d'Ungava, au Québec (Knockaert 2006). 1l existe des formes non migratrices
ou non anadromes de saumons atlantiques dans plusieurs zones glaciaires de I'Europe, de la
Scandinavie et de I'Amérique du Nord. En moins d’un siécle, les saumons ont disparu en
Allemagne, en Suisse, aux Pays-Bas, en Belgique, en république tchéque et en Slovaquie et
sont sur le point de disparaitre en Estonie, au Portugal, en Pologne, aux Etats-Unis et dans
certaines parties du Canada (MacCrimmon & Gots, 1979 ; NASCO 2001 ; Jonsson and
Jonsson 2004). Il a disparu des grands bassins européens tels que la Tamise, la Seine, la
Garonne, le Rhin et I’Elbe, suite notamment a la construction de barrages (Prévost, 2001 par
Knockaert 2006). De méme, le saumon n’est plus présent que dans certaines parties du

territoire frangais et plus particulierement dans le grand ouest (Figure 1-5).

Figure 1-5. Evolution du nombre de riviéres fréquentées par le Saumon atlantique depuis le
milieu du XVIlleme siécle (A) jusqu’aux XIXeme (B) et XXéme siécles (C) (Source Thibault
1985).

1.2.2. Evolution des stocks
Outre une diminution drastique de I’aire de répartition, I’abondance des stocks

a fortement diminuée soit en raison d’une réduction des zones accessibles favorables et

fonctionnelles sur les bassins, soit d’une baisse de productivité des stocks. Enfin, il faut
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ajouter plus récemment une modification de I’histoire de I’espéce sur son aire de répartition
actuelle. Cette modification se traduit par un renouvellement plus rapide des populations
(Bagliniére et al. 2004 ; Aprahamian et al. 2008) ce qui reflete généralement une adaptation
d’une population animale a un milieu devenant de plus ou plus instable voir défavorable que
ce soit en mer ou en riviére. Cet état de fait est la conséquence de tout un ensemble de
contraintes anthropiques : érection de barrages dépourvus de dispositifs de franchissement
efficaces, pollution et industrialisation, dégradation de I’habitat, exploitation et changement
climatique. Chez le saumon la premiere cause de déclin de I’espéce reste la mise en place des
barrages qui, en diminuant I’abondance et la productivité des stocks les a rendu tres sensible a
des conditions d’exploitation inadaptée. De fait, nous ne développerons pas les premieres
causes qui ont fait I’objet de nombreuses publications (Thibault, 1994 ; Mills, 1989) mais
nous insisterons sur deux points d’impact plus récent I’exploitation et le changement

climatique
1.2.2.1. L’exploitation marine sur les aires d’engraissement

Depuis un quart de siecle, I’identification des aires d’engraissement et
des axes de migrations du saumon et I’utilisation d’engins de péche de plus en plus
performants I’ont rendu vulnérable face aux péches professionnelles modernes. Des quotas
annuels de captures (TAC) de saumons ont été mis en place progressivement sur les aires
d’engraissement de I’ouest du Groenland et des Tles Féroé par les pays producteurs de
saumons, lors du 2éme Symposium international sur le Saumon atlantique en 1978. Ce n’est
gu’au 3éme Symposium en 1986 que des résolutions ont été adoptées a I’unanimité pour la
protection et la survie de I’espéce. Celles-ci consistent a réduire la péche commerciale et
développer la péche sportive (Mills 1987).

Ainsi Le premier saumon péché le long de la cote sud-ouest du Groenland date de
1956 ; c’était un smolt, marqué en Ecosse. A partir de 1960, les captures augmentent de 50
tonnes pour atteindre un pic de 2 689 tonnes en 1971 (Davaine et Prouzet 1994). A partir de
1972, les prises pour I’ensemble de la pécherie sont fixées a 1 100 tonnes, puis a 1 191 tonnes
en 1974, pour finir a 850 tonnes en 1984 (Davaine et Prouzet 1994). C’est en 1976 que les
navires groenlandais ont été les seuls autorisés a pécher le saumon (Davaine et Prouzet 1994 ;
Figure 1-6). La majorité des saumons capturés sont de futurs saumons de printemps (2 ans et
plus de mer) au Groenland et 75% sont des femelles (Davaine et Prouzet 1994). Grace a la

campagne internationale de marquage, les pays qui contribuent a alimenter les stocks
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groenlandais ont pu étre identifiés : Canada, Ecosse, Etats-Unis, Islande, Norvége, Suéde,

Danemark, Finlande, France, Angleterre, Irlande et Espagne (Davaine et Prouzet 1994).
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Figure 1-6. Evolution des captures de saumons du Groenland de 1960 & 1991. D’aprés
Davaine et Prouzet (1994).

Le premier saumon capturé dans les eaux féringiennes date de 1958. De 1967 a 1977
la production ne dépasse pas 40 tonnes. Elle atteint un maximum de 1 025 tonnes en 1981,
avant la mise en place du TAC (Total Admissible de Capture), fixé a 627 tonnes en 1987,
sous le controle de ’OSCAN (Organisation pour la Conservation du Saumon atlantique Nord)
(Figure 1-7). Avant 1980, les captures étaient constituées majoritairement (62-91%) de
saumon ayant passé un hiver en mer et, aprés 1980, deux hivers en mer (75-95%) (Davaine et
Prouzet 1994).
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Figure 1-7. Evolution des captures de saumons aux fles Féroé de 1968 & 1991. D’aprés
Davaine et Prouzet (1994).

1.2.2.2. Changements climatiques

Globalement, la température a augmenté ce dernier siecle mais cette
augmentation n’a pas été uniforme dans les deux hémisphéres. Dans I’hémisphére Sud,
I’augmentation est générale, alors que dans I’hémisphére Nord, certaines aires se sont
refroidies (Nord-est de I’Atlantique) et d’autres se sont réchauffées. La température au Nord
de I’Atlantique a varié durant ce siécle dernier mais des relevés effectués, depuis 1893,
montrent plusieurs périodes de faibles températures et de salinités, entrainant des eaux

pauvres en plancton et en larves de poissons :

En Atlantique Nord-est :
- 1906-1912
- 1974-1978
Au Groenland :
- 1919-1924
- 1982-1984

La diminution des températures des eaux de surface au niveau des aires d’engraissement

du Saumon atlantique pourrait étre attribuée aux variations des pressions atmosphériques
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Nord Atlantique NAO (North Atlantic Oscillation) et aux variations de la dérive nord
atlantique (Gulf Stream). La NAO est le mode atmosphérique dominant de la variabilité
climatique et représente les variations de pression atmosphérique entre I’anticyclone des
Acores et les basses pressions subpolaires (Islande). L’indice de la NAO noté NAOI (North
Atlantic Oscillation Index), mesurant ces différences de pressions entre les deux centres
d’actions (I’Islande et les Acores), est positif lorsque les deux centres se renforcent et est
négatif lorsque les deux centres s’affaiblissent simultanément. Plus cet indice est élevé et plus
les vents d’ouest sont dominants en Atlantique Nord, ce qui apporte un air humide plus chaud
au-dessus du continent européen avec des précipitations accrues, provoque des hivers
maritimes plus doux, et repousse I’air froid venu de Sibérie. Ceci entraine des températures
plus froides dans les deux zones principales d’engraissement du saumon (ouest du Groenland

et Tles Féroé).

Depuis 1974, aprés une longue période négative, la NAOI est majoritairement positive
ce qui entraine des eaux froides dans les zones d’engraissement. La corrélation entre les
variations du NAOI et la variation des stocks des saumons atlantique écossais, montrée par
I’étude de Dickson et Turrell (1999) (Figure 1-8), suggére que le refroidissement des aires
d’engraissement par la NAO est en dessous du rang optimal du saumon fixé entre 4 et 10°C.
Cette situation empécherait les saumons de croitre car leur ressource en phytoplancton est
affaiblie, voire elle causerait leur mort. Les travaux d’lrigoien et al. (2000) ont mis en
évidence la corrélation entre la composition et la présence du phytoplancton avec les
variations du NAO et il apparait une diminution du phytoplancton avec les NAOI positifs.
Depuis 1950 le phytoplancton et le zooplancton ne cessent de diminuer en Atlantique Nord
avec un minimum relevé en 1980. Nous pouvons espérer une amélioration de la situation
puisque depuis 1995 on assiste a un changement graduel du NAO vers le négatif. Cependant a
la différence d’El Nino qui revient périodiquement tous les 3 a 7 ans, les oscillations de la

NAO ne sont pas réguliéres et aucune prédiction ne peut étre faite sur la durée de ses modes.

CHAPITRE I — Contexte Scientifique et Conceptuel

20



3

888

1400

NAD index

Scottish Total Nominal Cateh {tonnes)
8
=

i L Il

300 L
1GR0 1865 1470 1975 1980 1985 1980 1995 2000

Figure 1-8. Evolution des stocks de saumon écossais (trait solide) depuis 1960 comparés aux
indices moyen sur deux ans de la NAO (trait en pointillé). D’aprés Dickson et Turrell 1999.

Ainsi, cette modification du milieu marin pourrait étre a I’origine de la baisse de la survie du
saumon lors de son écophase marine en impactant directement I’individu suite a la baisse des
ressources trophiques. Mais ce changement des conditions marines peut impacter également
directement la survie du saumon en augmentant son taux de prédation par certaines

populations de mammiféres marins qui sont en augmentation (Middlemas et al. 2003).
1.2.3. Statut des populations étudiées

Dans le cadre de ce travail nous nous sommes intéressés a des populations
francaises et écossaises protégées par la Convention de Berne (Annexe Ill); Arrété du 8
décembre 1988 ; Directive « Habitats-Faune-Flore »), « populations ateliers » (suivies et
étudiés) depuis au moins 20 ans. Elles évoluent dans des habitats distincts et sont de tailles
globales trés différentes, les plus petites étant en France et les plus grandes en Ecosse. Leurs
statuts au sein de I’Union Internationale de Conservation ne sont pas réellement définis car il
semble difficile de prédire I’évolution future de ces populations. Malgré une tendance actuelle
a la diminution, les populations de Saumon atlantique francaises et écossaises semblent ne pas
avoir subi le méme impact. Selon Parrish et ses collaborateurs (1998) les populations
d’Europe du Sud, telles que les populations francaises, doivent étre classees parmi les plus
vulnérables et en déclin alors que celles d’Europe du Nord, I’Ecosse, notamment, sont plutot
stables. Un rapport du WWF fait apparaitre les chiffres suivants : les populations vulnérables

ne sont que de 6% ; 30% sont éteintes ; 32% sont dans un état critique et 21% sont en danger
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d’extinction. Le statut de I’espece semble plus menacé d’extinction que vulnérable. La
situation des populations Frangaises est plus alarmante que les populations Ecossaises avec
63% de leur population en bonne santé contre 0% en France (Figure 1-9). L’Ecosse a, malgré
tout, développé des structures « Fishery Board » (en vertu de la Iégislation a la péche au
saumon de 1860, comme indiqué dans la loi sur le saumon « Salmon Act » de 1986). Ces
structures sont responsables de la gestion, de la protection, de l'amélioration et de la

conservation du Saumon atlantique dans ses riviéres.

Unknown Status (11 %) -
o -Vulnerable (6 %)

Endangered (21 %) En%,n%nd I:eal'th
63 %

SCOTLAND
FRANCE
Figure 1-9. Pourcentages de riviéres en fonction de leurs statuts (inconnu, vulnérable, en

danger, critique ou éteint) (Rapport du WWF, « The Status of Wild Atlantic Salmon: A River
by River Assessment », 2001).
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Partie 2.

CARACTERISATION GENETIQUE
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Cette partie permet d’apprécier I’apport de la génétique pour comprendre les mécanismes et

les régulations des populations de Saumon atlantique et de I’espéce.
2.1. L’ADN chez le Saumon atlantique

L’ADN (Acide Désoxyribonucléique) est considéré actuellement comme la molécule
qui porte I’information génétique responsable du développement, de la survie et de la
reproduction d’un organisme. La quantité totale d’ADN par cellule haploide (gaméte) chez le
Saumon atlantique est de 5.7 picogrammes (pg), I’équivalent de 6000 Mb (Millions de paires
de bases), soit deux fois le contenu du génome humain. Les populations issues de I’ Atlantique
Est présentent 29 chromosomes avec 58 paires et 74 bras chromosomiques alors que ceux de
I’ Atlantique Ouest ont 27 chromosomes avec 54 paires et 72 bras chromosomique (Hartley et
Horne 1984 ; Hartley 1987 ; voir Figure 1-10). Il existe donc une réelle différence entre le
Saumon atlantique d’Europe et celui d’Amérique du Nord. Comme nous le verrons ci-dessous
les évidences les plus marquantes sont basées sur des divergences phylogénétiques provenant

d’études sur la variation moléculaire.

Caryotype du saumon Caryotype du saumon
d'Atlantique Est d'Atlantique Ouest
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Figure 1-10. Photo du caryotype du Saumon atlantique sur les deux c6tés de son aire de
répartition (Est et Ouest) (Source modifié Hartley 1987).

2.2. Concepts de base

La variabilité génétique d’une espéce se répartit a I’intérieur et entre les populations.
Celle-ci se mesure généralement par I’hétérozygotie et la richesse allélique. L’ importance de
maintenir la variabilité génétique a été démontrée sur un grand nombre d’espéces différentes

en mettant en évidence la corrélation entre la fitness et la variabilité génétique (Reed et
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Frankham 2003). La perte de diversité génétique aurait des conséquences sur la survie et un
niveau de diversité trop faible pourrait conduire la population a perdre sa capacité
d’adaptation lors d’un changement environnemental brutal di a la perte d’alléles adaptatifs et
I’accumulation d’alléles délétéres. Une population dont la variabilité génétique diminue est
généralement une population dont la taille diminue. Aprés un goulot d’étranglement il y a une
augmentation temporaire du taux d’hétérozygotie causé par la perte des alleles rares. Comme
nous le verrons dans le chapitre 2 cette augmentation d’hétérozygotie permet de détecter la
réduction de la taille efficace d’une population mais il existe également beaucoup d’autres
modeles qui utilisent aussi les variations génétiques pour accéder a différents parametres

évolutifs.

Les variations génétiques sont créées par des mutations ou des recombinaisons mais
leur distribution est définie par des forces évolutives telles que la migration, la sélection et la
dérive génétique. L’identification des facteurs intervenant dans cette variabilité permet de
comprendre la structuration et I’évolution des populations voire de I’espéce. Les études qui
ont testé I’importance de la sélection dans I’évolution des locus, indiquent toutes que les
forces principales agissant sur la différenciation entre populations de Saumon atlantique sont
la dérive génétique et les flux géniques et pas la sélection (Verspoor 1994 ; Jordan et al.
1997).

Parce que les nombres de reproducteurs et d’immigrants dans la population
déterminent la variation génétique, il est usuellement admis que I’estimation de ces
parametres est primordiale pour statuer sur I’état des populations. La tendance du saumon
sauvage anadrome atlantique a exercer un fort homing laisse a penser que seule une
estimation globale du nombre de reproducteurs nous renseignera sur la population. La taille
efficace est I’un des indicateurs les plus importants en conservation. Il peut étre défini comme
la taille d’une population idéale c'est-a-dire une population qui possede un sexe ratio égal a 1
et une variance du nombre de descendants qui correspond a une distribution de Poisson (voir
Frankham et al. 2002). Ce paramétre est une mesure du taux de perte de la variabilité
génétique en termes de nombre d’individus. 1l refléte ainsi la force de la dérive génétique et le

risque de consanguinité, et renseigne sur le potentiel évolutif.
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2.3. Phylogénie et structure des populations

Le Saumon atlantique est une lignée évolutive bien distincte des autres salmonidés.
Cependant, des études de la variation génétique ont également montré qu’elle présentait une
diversité phylogénétique intra-spécifique significative. Ce n’est pas surprenant puisque les
poissons néarctiques et paléarctiques, tel que le Saumon atlantique, possedent une histoire
faite de contractions et d’expansions pendant la période quaternaire, liées a I’avancée et au
retrait des glaciers (Hewitt 1996, 1999). Lorsque la température diminue et que les glaces
avancent les populations nordiques disparaissent. A contrario lorsque les glaces se retirent,
des populations émergent par la migration d’individus des refuges situés plus au sud (Taberlet
et al. 1998).

Etablir les relations entre les espéces de la famille des Salmonidés reste problématique
et certaines relations n’ont toujours pas été résolues (Crespi et Fulton 2004). Ces difficultés
ont des raisons multiples mais la principale pourrait étre le fait que les groupes proviennent de
radiations adaptatives rapides par tétraploidisation de leur ancétre commun (50-100 millions
d’année) (Allendorf et Thorgaard 1984). Les autres pourraient étre les hybridations et les
introgressions interspécifiques (Utter et Allendorf 1994) et la rapide évolution des populations

dans leur habitat a la suite du dernier retrait des glaces Pléistocenes.

Des études sur la structure actuelle du Saumon atlantique ont permis de mettre en
évidence, par calculs des distances génétiques entre populations (polymorphisme de genes
codants - ARN ribosomaux et ADN mitochondriaux- et non-codants - microsatellites), trois
sous-ensembles : Ouest-Atlantique, Est-Atlantique et Balte (Guyomard 1994). Les
différenciations génétiques des populations américaines et européennes résulteraient de
I’isolation de [I’espece dans deux zones refuges lors de la derniere glaciation,
vraisemblablement dans la partie sud de I’aire de répartition de I’espéce (Guyomard 1994).
Cette différenciation pourrait se poursuivre a I’heure actuelle par I’absence de flux génétique
entre les deux sous-ensembles (Guyomard 1994). La divergence entre les populations
atlantiques et baltes serait plus tardive ; elle se serait produite lors de la fermeture du détroit
assurant la communication entre la mer du Nord et la mer Baltique (Guyomard 1994). Chez le
Saumon atlantique la variabilité dans les populations est beaucoup plus élevée qu’entre les
populations. Elle tombe a 10% entre les populations atlantiques. Certains chercheurs
(Guyomard (1994)) affirment que les populations francaises éteintes se distingueraient trés

peu des populations espagnoles, irlandaises et norvégiennes. Les résultats actuels vont dans ce
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sens et observent de faibles différenciations entre les populations d’un méme continent
(Fst=0.176 (allozymes) en Europe; Fst=0.076 (allozymes) en Amérique du Nord) contre une
différenciation quatre fois plus élevée entre les populations des deux continents (Fst=0.33
(allozymes) =0.27 (14 microsatellites) Europe et Amérique du Nord) (Verspoor et al. 2005 ;
King et al. 2001). Beaucoup d’exemples ont montré la divergence des saumons de I’Est et de
I’Ouest de I’ Atlantique avec des marqueurs microsatellites (McConnell et al. 1995 ; King et
al. 2001 ; Koljonen et al. 2002 ; Gilbey et al. 2005) et il est fort probable que leur ancétre
commun soit situé dans le Sud-est de I’Océan Atlantique (endémique a I’Europe) comme les
autres membres du méme genre Salmo (King et al. 2007). La forte différenciation entre les
populations européennes et américaines proviendrait du fait qu’elles aient été séparées lors de
la derniere glaciation au Pléistocéne (115000 — 10000 ans) et qu’elles n’aient pas pu
échanger de génes pendant cette période (King et al. 2001 ; Nilson et al. 2001 ; King et al.
2007). Néanmoins a ce jour la date exacte de leur séparation varie énormément en fonction
des marqueurs utilisés. Le scénario le plus probable suppose une séparation européenne et
américaine il y a environ 100 000 ans vers différents refuges glaciaires puis les populations
actuelles se seraient formées indépendamment sur les deux c6tés de I’Atlantique a partir de
ces refuges il y a environ 10 000 ans (Figure 1-12). La Figure 1-13 présente un résumé de la
chronologie du Saumon atlantique avec ses incertitudes et ses inconnues. Les comparaisons
génétiques entre les populations d’Amérique du Nord et d’Europe ont révélé que les saumons
d’Amérique du Nord présentaient des alléles uniques qui permettaient de distinguer les
saumons des deux cotés de I’ Atlantique (King et al. 2001). Cependant il semblerait également
que les populations d’Amérique du Nord ont une diversité génétique moins élevées et une
structuration moins forte que les populations Européenne (King et al. 2001). Mais nous ne
connaissons toujours pas la signification biologique des différenciations. Est-ce juste le reflet
de la dérive genetique et de la dispersion limitée des individus, sans présenter aucune
divergence des traits biologiques, ou est-ce que cette divergence refléte les adaptations locales

de chaque population ?
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Figure 1-11. Chronologie des grandes glaciations quaternaires (Source Schliichter et Kelly
2000 modifiée).
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Figure 1-12. Scénario probable de I’origine des Saumons atlantique depuis la derniere
glaciation sur la droite (Source King et al. 2007).
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Figure 1-13. Résume de I’origine du Saumon atlantique en utilisant les marqueurs
génétiques, « ? » les structures qui n’ont toujours pas été résolues (Source King et al. 2007).

2.4. Polyploidie

A I’heure actuelle, on considére que les salmonidés ont subi au cours de leur évolution
un épisode de tétraploidisation (i.e. duplication génomique) avec retour progressif a un état
diploide. En conséquence, un méme marqueur peut, aujourd’hui apparaitre a I'état simple ou

dupliqué, selon les amorces utilisées.

Les observations d’une quantité d’ADN deux fois supérieure chez les salmonidés que
celui de la proche famille des clupéidés (Ohno et al. 1968), ont amené les travaux de Ohno et
ses collaborateurs (Ohno et al. 1968 ; Ohno et al. 1969 ; Ohno 1970a ; Ohno, 1070b) a attester
I’événement de tétraploidisation suggéré par Svardson (1945). Des travaux se basant sur un
évenement de tétraploidisation unique, ont estimé I’émergence de I’ancétre tétraploide a 25-
100 millions d’années (Wright et al. 1983 ; Allendorf et Thorgaard 1984). A la suite de cet
évenement, le génome des salmonidés aurait essentiellement évolué par translocations
robertsoniennes (i.e., fusion de deux chromosomes acrocentriques par leur centromere pour
former un chromosome métacentrique) (Ohno et al. 1969 ; Wright et al. 1983 ; Allendorf et
Thorgaard 1984 ; Hartley 1987 ; Johnson et al. 1987) comme en témoignent les stigmates
(marques). Les trois mécanismes susceptibles de donner des cellules ou des individus

polyploides sont I’endomitose, la production de gametes non réduits et la polyspermie (Otto et

CHAPITRE I — Contexte Scientifique et Conceptuel

30



Whitton 2000, par Gharbi 2001). L’endomitose correspond a la duplication des chromosomes
sans division du noyau, résultant en un doublement (ou plus) du nombre de chromosomes a
I'intérieur d'une cellule. Le mécanisme de production de gamétes non réduits est une sorte
d’endomitose avant la rentrée en méiose des cellules gamétiques (endomitose pré-méiotique)
(Gharbi 2001). Le gaméte contient le double de chromosomes (diploide) par rapport a un
gamete normal (haploide). La combinaison d’un gamete diploide avec un gaméte normal
produira un ceuf triploide et avec un gaméte diploide un ceuf tétraploide. Un ceuf tétraploide
peut également étre produit a partir de deux gametes haploides. Pour cela, il suffit que le
zygote subisse au début de son développement une endomitose (Gharbi 2001). Pour finir,
citons le mécanisme de polyspermie qui correspond a la fécondation du gamete femelle par

plusieurs gamétes males, ce qui génére un zygote triploide.

Lorsqu’un individu possede la combinaison de deux génomes de la méme espece, il
est nommé autopolyploide et lorsque il possede une combinaison deux génomes d’au moins
deux especes différentes, il est nommé allopolyploide. La fréquence significative des
évenements de polyploidisation dans une population semble étre provoquée par des
parametres tels que la température et I’hybridation (Ramsey et Schemske 1998). Des travaux
récents sur les relations phylogénétiques attestent du caractére récurrent de ces événements
(Gharbi 2001). Contrairement a la vision classique d’une origine unique pour chagque espéce,
d’autres auteurs penchent sur une origine multiple avec différentes populations ancestrales qui
auraient contribuées a au patrimoine génétique des espéces actuelles (Soltis et Soltis 1999, par
Gharbi 2001).

2.5. La diversité génétique

L’objectif visant a conserver une grande diversité génétique au sein des populations
revient a préserver le potentiel d’adaptation de I’espéce pour faire face a de nouvelles
conditions dans son milieu. La dégradation de I’habitat (conduisant notamment a la
disparition des zones de reproduction) et la péche sont susceptibles de réduire la diversité des
populations de saumon. Plusieurs facteurs contribuent a I’émergence et aux variations de la
diversité d’une espéce : mutation, recombinaison genique, migration, sélection et dérive
génétiqgue. La mutation, la recombinaison et la dérive génétique sont des facteurs qui
augmentent la différenciation entre les populations tandis que la migration tend a en maintenir
I’homogénéité. La selection, quand a elle, peut intervenir dans les deux sens (Guyomard

1994). La diversité génétique dans et entre les populations est trés sensible aux remaniements
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produits par I’homme, tel que le repeuplement, et ces remaniements doivent étre effectués
avec une grande vigilance. 1l semble préférable, quand la situation le permet, d’utiliser des
souches sauvages lors de I’introduction d’individus pour prendre en considération les
adaptations locales de la population. Cette stratégie a été mise en ceuvre en Ecosse et en Suéde
et il semblerait qu’elle soit mieux adaptée lorsque les populations peuvent supporter des
prélevements de géniteurs (Guyomard 1994). Comme nous le verrons par la suite, le maintien
de la variabilité génétique est lié a la taille de la population. Cependant il existe de petites
populations de Saumon atlantique qui ont conservé un taux de variabilité génétique fort
(Nielsen 1999 ; Séisé et al. 2003 ; Consuegra et al. 2005). La nature de la tétraploidie et les
générations chevauchantes seraient la cause du maintien de la variation génétique au-dessus
d’un certain degré (Allendorf et Thorgaard 1984 ; Waples 1991) mais cela n’a jamais été

démontré.
2.6. Taille efficace

Beaucoup de populations de salmonidés sauvages ont considérablement diminué ces
derniéres décennies (Nielsen et al. 1997 ; Consuegra et al. 2002 ; Koljonen et al. 2002) et les
réductions de taille, sur les bases théoriques en génétique des populations, sont supposées
avoir un impact direct sur la variabilité génétique : plus une population est petite, moins sa
variabilité génétique sera élevée et plus elle aura des risques de s’éteindre (Taylor et al. 1994).
Pour mieux comprendre comment une variation génétique est perdue dans une population, il
faut intégrer le concept de I’efficacité génétique d’une taille de population appelée aussi
« taille efficace » (Ne). Le concept de taille efficace englobe la mesure de capacité d’une
population a passer sa variabilité génétique d’une génération a I’autre (Consuegra et Nielsen,
2007). Lage et Kornfield (2006) donnent un exemple de réduction parallele entre la diversite
génétique et la taille efficace d’une population de Saumon atlantique en danger (riviére

Maine) par la réduction du nombre de ses reproducteurs sur le long terme.

Pour conserver une petite population, I’'une des problématiques est de déterminer le
nombre minimum d’individus nécessaires pour maintenir le taux actuel de diversité géenétique.
Des estimations qui dérivent de I’équilibre entre la force de dérive génétique et de mutation
ont vu le jour, dans les années 1980, a la suite des travaux de Franklin. Dans la littérature qui
traite de génétique, nous voyons apparaitre réguliérement I’idée de conservation sur la regle
50/500, avec 50 le nombre minimal d’individu efficace pour minimiser la dépression

consanguine et 500 pour maintenir le potentiel évolutif (Franklin 1980, Lande 1988, Franklin
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et Frankham 1998, Lynch et Lande 1998). De nombreux généticiens s’accordent a penser que
plusieurs centaines d’individus a chaque génération sont nécessaires pour maintenir la
variabilité sur le long terme (Waples et al. 1990). Selon I’équation de Frankel et Soulé (1981),
la diminution de la variation génétique en fonction de la dérive est estimé par —t/2Ne, t étant le
nombre de génération, ce qui prédit une taille efficace de 50 individus insuffisante pour une
conservation a long terme puisque I’hétérozygotie diminue aprés quelques générations (Figure
I-14, Meffe et Carroll 1997). Des expériences sur les mouches ont observé que 54 générations
étaient nécessaires pour qu’une population de 50 individus efficaces disparaisse (Reed et
Bryant 2000). Ces expériences n’ont jamais été réalisées sur les salmonidés et il est difficile
de se prononcer sur le temps et la taille minimale pour que la population ne disparaisse.
Néanmoins, quelque soit I’espéce I’idée de préconiser une taille minimale de 500 pour
maintenir la variabilité génétique au cours des générations semblerait plus sire (Lande 1995).
Pour le Saumon atlantique avec un temps de géneération de 3-5 ans, cette taille correspond a
un nombre de reproducteurs compris entre 100 et 167 par an (Consuegra et Nielsen 2007). Ce
nombre est identique a celui estimé par Waples (1990) pour réduire la perte d’alléles rares

chez le saumon du Pacifique.
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Figure 1-14. Perte de la variabilité génétique simulée aprés 10 générations en fonction de
tailles efficaces différentes. Les populations a large taille efficace maintiennent leur
variabilité génétique alors que les petites la perdent. D’aprés Meffe et Carroll 1997.
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La taille efficace est généralement plus petite que la taille réelle (N). Les estimations
du ratio Ne/N sont rares chez les populations de Saumon atlantique sauvage a cause de la
difficulté de leurs estimations dans ces populations naturelles. Cependant quelques
estimations sont disponibles et elles sont supérieures a 0,8 (Koljonen et al. 2002) chez les
populations de Saumon atlantique d’élevage. Si on applique le méme ratio pour le Saumon
atlantique sauvage, sous la condition de taille minimale, en transformant le nombre de
reproducteur par génération (100-167) nous obtenons une taille annuelle réelle entre 1000-

2000 individus annuelle nécessaire pour conserver la population (Consuegra et Nielsen 2007).

Comme nous le verrons dans les résultats exposés sur les estimateurs de taille efficace
dans ces travaux de these (Article 2, Chapitre 3), I’estimation de la taille efficace peut étre
influencée par différents facteurs. Dans la littérature (Consuegra et Nielsen 2007), il est
mentionné que le facteur probable le plus important, sous-estimant les valeurs de Ne chez le
Saumon atlantique, est la fluctuation de sa taille au cours du temps. Nous savons que la taille
des populations varie d’une génération a I’autre en réponse a I’instabilité environnementale.
Mais d’autres facteurs peuvent également intervenir tels que la variance du nombre de
descendants par individu reproducteur (I’idéal correspond a deux parents donnant deux
enfants ; plus la variance augmente et plus Ne diminue) et le sexe ratio (I’idéal étant un male
pour une femelle et tout déséquilibre diminue Ne). A ceci, viennent s’ajouter la migration et

les modes de reproduction.
2.7. Conclusions

Les scientifiques s’accordent a penser que la variation génétique est nécessaire non
seulement pour assurer l'adaptabilité actuelle des espéces mais aussi pour I'évolution continue

de I'espéce. Pour conserver cette variabilité, cing points peuvent étre déclinés :
e Maintenir la variabilité génétique dans les petites populations en :

- maintenant une taille efficace minimale de 500 individus.

- évitant la sélection artificielle.

- évitant la migration artificielle.
e Maintenir une large taille réelle en :

- assurant des habitats de reproduction dans les rivieres.
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- fournissant des passages pour la migration des adultes et des smolts.

- régulant la péche commerciale et sportive (nombre, sélection spécifique) et en affinant
les mesures des taux de captures annuels (TAC) qui semblent, bien souvent,

insuffisants pour prévenir le crash d’un stock.

o Eviter I’aquaculture dans les riviéres ou les stocks des saumons sauvages sont en

dessous des seuils minima conseillés (minimum de la taille réelle 2000 individus).

o Conseiller une aquaculture moins sélective, moins polluante et plus sécurisée (milieu

de contrble plus clos).
o Faire de la cryoconservation.

Ces demarches pourraient intervenir apres avoir statué sur I’état en danger d’une population.
Ce qui nécessite un travail préliminaire sur les estimations d’abondance des stocks et de leurs
états de santé. Néanmoins comme je I’ai déja mentionné dans I’introduction, les outils actuels
s’averent peu robuste et ne renseignent pas sur la viabilité a long terme des stocks de
poissons. Au cours de ce manuscrit, je fais part de I’utilité des outils génétiques tels que ceux
estimant la taille efficace, car ils permettent tout d’abord d’avoir une idée de la taille globale
puis ensuite de la viabilité des populations. Cependant je suis tout a fait consciente que nous
ne pouvons pas negliger les autres parametres évolutifs, tels que la migration et la sélection,
qui interviennent également dans la survie et la pérennité de I’espéce. J’ai ainsi essayé de
travailler sur la sensibilité des estimateurs de la taille efficace face & la migration. Le modeéle
proposé au cours de ces travaux pourrait &tre modifié en vue d’introduire cette autre force
évolutive. Concernant la sélection, elle n’est pas abordée ici puisque le travail s’est effectué
sur des séquences neutres. Mais les études en sélection ne doivent pas étre négligées et

devraient prendre également une place dans les programmes de conservation.
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Partie 1.
LES INDIVIDUS ET ECHANTILLONS
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1.1.Caractéristiques des individus et des populations

Un total de 367 Saumons atlantiques sauvages et anadromes provenant de 4 aires
géographiques différentes (Oir et Scorff en France; Spey et Shin en Ecosse) ont été
génotypés.

Pour chacune des riviéres, 96 individus ont été échantillonnés dans deux périodes
différentes : environ 48 individus, en 2005, et 48 individus dans le passé (1988 pour Oir,
Scorff et Spey ; 1992 pour Shin) (Figue 11-1). Ces individus sont tous des adultes de la méme
cohorte qui ont été capturés lors de leur remontée en riviére. Avant de les relacher nous avons

effectué des prélevements d’écailles et quand cela était possible de nageoires adipeuses.
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Figure 11-1. Localisations géographiques des 4 populations de Saumons atlantique étudiées
en France (Oir et Scorff) et en Ecosse (Spey et Shin) avec le tableau des caractéristiques des
échantillons faits en 2005 et en 1988, pour Oir, Scorff et Spey, et 1992 pour Shin : Nombre
d’individus par échantillon (Ind.), age de la cohorte, pourcentage de femelles et taille
moyenne en centimétres des individus échantillonnés.
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Populations Oir Scorff Shin Spey
Température annuelle moyenne (°C) 3-19 5-20 1-17 1-20
Année de sécheresse 1976, 2003 1976, 2003 1976, 2003 1976, 2003
Drainage (Km?) 87 480 494.6 3000
Débit cours d'eau (m?/s) 0,86 5 15.2 65
Longueur (Km) 19.5 75 27.2 172
Pente (%o) 11 3.6 NA 22

Type de sol Schiste et granite Schiste et granite Schiste et gneiss Schiste et gneiss
Analyse récente du PH 7.1-7.8 7 6-7 6-9
Analyse récente des concentrations de nitrate (mg/l) Fort : 30 18.4 12.5 27
Végétation Rare Abondant: Ranunculus sp ? Présent Ranunculus Sp

Faune principale

Salmo trutta, Anguilla anguilla,
Petromyzon marina, Lampetra
fluviatilis, Cottus gobio, Neimacheilus
barbatula, Phoxinus phoxinus,
Lampetra planeri, Gobio gobio

Salmo trutta, Petromyzon marinus,
Salmo truta L, Phoxinus phoxinus,
Petromyzon marina, Lampetra
fluviatilis, Alosa alosa, Alosa agone,
Esox lucius, Cottus sp, Leuciscus
cephalus, Rutilus rutilus, Gobio
gobio, Barbatula barbatula, Lepomis
gibbosus, Leucis

Phoca vitulina, Salmo truta L, Salmo
truta, Anguilla anguilla,Margaritifera
margaritifera, Lutra lutra

Phoca vitulina, Lutra
lutra,Salmo trutta L, ,
Margaritifera margaritifera,
Petromyzon marinus, Anguilla
anguilla, Lampetra fluvitillis,
Esox lucius, Lampetra planeri,
Salvelinus alpinus,

Nombre de barrages 2 16 2 3

Stade majeur des adultes en 2005 Castillons (90%) Castillons (90%) Printemps + Castillons Printemps + Castillons
Stade majeur des adultes en 1988 Castillons Printemps + Castillons Printemps + Castillons Printemps + Castillons
Taille approximative observée de la population en 2005 130 1000 3000 <60000
(individus)

Taille approximative observée de la population en 1988 230-260 NA 2000 - 4000 <60000

et 1992 pour Shin

Début des projets de régulations

1976 (Plan Saumon)

1976 (Plan Saumon)

1986 (Salmon Act)

1986 (Salmon Act)

Statut actuel (IUCN)

Vulnérable

Vulnérable

Préoccupation mineure

Préoccupation mineure

Péche cotiere

Permis

Permis

En déclin

En déclin

Péche en riviére et estuaire

Mars-Juillet (extension possible
jusqu’en Octobre)

Mars-Juillet (extension possible
jusqu’en Octobre)

11 Janvier au 30 Septembre

11 Février au 30 Septembre

Pression de péche

Printemps >> Castillons

Printemps >> Castillons

Printemps >> Castillons

Printemps + Castillons

TAC

30% - 50%

30% - 50%

10-20%

10-20%

Introduction de stocks non natifs

Introduction par la Sée et Sélune

De 1973 to 1975 : Introduction de
stocks Ecossais

Echappés de Saumons d’élevage
(Shin) possible

Echappés de Saumons d’élevage

Introduction de stocks natifs

Aucune

Aucune

Oui depuis construction
hydroélectrique vers 1950

Oui depuis 1970

Table 11-1. Caractéristiques des habitats et des populations.
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Comme nous pouvons le voir dans le tableau résumant les caractéristiques des 4
populations étudiées (Table I1-1), celles-ci sont trés différentes et la différence est d’autant
plus forte entre les deux continents. En plus des différences géophysiques et chimiques de
I’habitat, les populations ont des tailles trés différentes allant de 130 & 60 000 individus.
Cependant, il est a noter que la population la plus grande (Spey) se trouve dans une riviére
constituée de plusieurs lits qui suppose des sous populations. Nos échantillonnages ne
représentent probablement pas la métapopulation de cette riviere mais une population
nettement inférieure & 60 000 individus. Une derniére différence a souligner concerne le
phénomeéne de diminution du retour des Saumons de printemps (plusieurs hivers en mer)
accompagnée par I’augmentation des castillons (un hiver en mer). Ce phénoméne est plus
important dans les rivieres francaises que dans les rivieres Ecossaises. Dans I’Oir et le Scorff,
les individus qui reviennent frayer sont majoritairement des castillons et il y a de moins en
moins de Saumons de printemps. 1l semblerait que I’Ecosse commence & subir ce méme
phénomeéne. Malgré un nombre de Saumons de printemps encore nombreux en Ecosse, les
centres de recherches (Fishery Board Research Office) constatent depuis plusieurs années leur

diminution progressive et leur remplacement par des castillons.

1.2.Extraction d’ADN

L’extraction d’ADN a été réalisée a partir d’écailles ou de tissus de nageoires
adipeuses d’environ 5mm de diametre. Ces prélevements ont été digérés dans 230 pl de
solution contenant 10 pl de protéinase K (qui dégrade les protéines natives en hydrolysant les
liaisons esters entre acides aminés), 20 ul de TE (Tris/fEDTA) 10/0.1 et 200 pl de CHELEX
Bio-Rad 5% (2.5 g de CHELEX pour 50 ml d’eau déminéralisée). Le mélange a été ensuite
vortexé puis mis en incubation pendant plusieurs heures (de 2h a 24h suivant I’épaisseur du
prélevement) a 55°C et a 105°C pendant 15 minutes (Estoup et al. 1996; S. Launey,
communication personnelle). Apres repos d’une nuit a 4°C, celui-ci a été centrifugé a 4000
tours/minutes pendant 5 minutes et le surnageant a été récuperé pour étre transféré dans un
tube propre contenant 200 pul de CHELEX 5%. Ce dernier mélange correspond a une dilution
Y qui peut étre conservée a -20°C. L’utilisation d’ADN, pour I’amplification PCR, nécessite
une derniere dilution, avec du TE 10/0.1, a 1/60 s’il s’agit d’ADN extrait d’écailles et a 1/240

s’il s’agit de tissus.
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Partie 2.
LES MARQUEURS
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2.1. Choix et qualité des marqueurs génétiques moléculaires

Un marqueur génétique est un caractere mesurable a hérédité mendélienne (Tagu,
1999) et il est consideré idéal lorsqu’il est polymorphe (variable entre individus), discriminant
(differencie les individus apparentés), multiallélique (posséde plusieurs alleles sur un méme
locus), codominant (les hétérozygotes sont visibles), non épistatique (indépendant de
I’expression des autres marqueurs), neutre (quel que soit I’alléle présent au locus, la valeur
sélective de I’individu est la méme), reproductible d’une expérience a I’autre, manipulable a
grande échelle et économique. La répartition des marqueurs sur I’ensemble du génome est
également un critére a retenir. Les principales sources de marqueurs moléculaires proviennent
soit d’un polymorphisme de séquence (par exemple substitution, insertion, délétion), soit d’un
polymorphisme de nombre d’unités de répétitions (microsatellites, IMA et minisatellites).
Nous avons fait le choix d’utiliser les marqueurs microsatellites pour I’étude de nos
populations de Saumons atlantiques car ils constituent d’excellents marqueurs génétiques. Les
microsatellites sont des marqueurs constitués de motifs mono-, di-, tri- ou tétranucléotidiques
répétés en tandem. En plus d’étre généralement hautement polymorphes, les microsatellites
possedent les caractéristiques requises pour étre un marqueur idéal. Ils sont neutres, marquant
essentiellement les régions non-codantes, codominants, spécifiques d’un locus, avec un codt
et une technicité abordable. Les marqueurs microsatellites sont trés abondants dans le génome
des organismes eucaryotes, ce qui facilite la création de panels répartis dans I’ensemble du
génome et le choix de marqueurs indépendants. Ces caractéristiques sont tres importantes
pour les études en génétique des populations dont les théories reposent généralement sur des
concepts de neutralité, d’indépendance et de grande variabilité pour différencier les
populations et les individus.

Les différentes amorces microsatellites utilisées dans cette étude proviennent d’une

base de données norvégiennes (http://www.salmongenome.no) incluant 850 marqueurs ADN,
dans laquelle nous avons sélectionné 73 marqueurs microsatellites qui ont été étudiés sur
plusieurs critéres de qualité pour aboutir a un panel de 37 marqueurs polymorphes. L’étude et
la sélection de ces marqueurs sont décrites dans le premier article de cette these intitulé «A set
of 37 microsatellite markers for the analysis the genetic diversity and structure of Atlantic
salmon (Salmo salar) population ». Cependant je profite de ce chapitre pour donner des
informations supplémentaires.

Les 73 marqueurs microsatellites (Table 11-2) ont été sélectionnés de telle sorte qu’ils
soient polymorphes, avec un minimum de 12 répétitions, de préférence dinucléotides, pas de

‘N’ (région inconnue) dans la séquence, des amorces d’environ 20pb et un pourcentage de GC
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avoisinant les 50%. Certaines amorces ont été redéfinies par le logiciel Primer 3, version 0.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), pour appliquer les deux derniers
critéres et permettre ainsi une hybridation plus spécifique. Nous avons également sélectionné
les marqueurs les plus utilisés dans la littérature ainsi que les 12 marqueurs du Projet Saumon
Arc Atlantique (ASAP) initié en mai 2004. Pour finir, nous avons retenu les marqueurs
indépendants : (1) localisés sur des groupes de liaison différents ou (2) distants d’au
moins 50cM lorsque deux marqueurs appartenaient au méme groupe (Communication
personnelle concernant la carte des groupes de liaison chez Salmo salar, Hgyheim Bjorn, non
publié). 1l est a noter que parmi les 14 marqueurs regroupés par deux sur un méme groupe de
liaison, certains sont éloignés sur la carte femelle alors qu’ils sont proches sur la carte male
(exemple AF256715 et Z48596).

Nous avons également étudié la variabilité génétique en terme de taux d’hétérozygotie
et de richesse alléligue avec le logiciel GENETIX (Raymond et Rousset, 1995 ;
http://www.univ-montp2.fr/~genetix/genetix/genetix.htm), ainsi que leur entropie selon
I’équation de Shannon (1948) :

Hs(p) =—Zkl: pilogp; |
i

avec pi la fréquence de I’alléle i, en un locus qui compte k alléles.

Gréce au logiciel FDIST2 (Beaumont et Nichols, 1996,
http://www.rubic.rdg.ac.uk/~mab/software.html) nous avons détecté les marqueurs sous
sélection, a partir des estimations de différenciation entre et dans les échantillons (Fst de
Cockerham et Weir, 1993) et en simulant les Fst attendus sous le modeéle en fles et sous un
modeéle de mutation (IAM ou SMM). Les locus présentant des différenciations trop fortes
(+95%) ou trop faibles (-5%) sont supposés subir la sélection naturelle (Beaumont et Nichols,
1996). Dans notre étude, nous avons fait tourner nos données sous le modéle de mutation
IAM avec 200 000 simulations. Nous avons également regardé si les marqueurs étaient a
I’équilibre Hardy-Weinberg par le logiciel GENEPOP (Raymond et Rousset, 1995). Pour
finir, nous avons étudié leur capacité a différencier les populations. Le logiciel WHICHLOCI
(Banks et al. 2003 ; http://www-bml.ucdavis.edu/whichloci.htm) a permis de mettre en
évidence la combinaison de marqueurs fournissant la meilleure différenciation des
populations. Ce logiciel calcule un score pour chaque locus qui correspond au pourcentage de
bon assignement de I’ensemble des génotypes, pour ce locus spécifique, soustrait du
pourcentage de génotypes mal assignés a la population. Les distances génétiques, obtenues

par I’Analyse Factorielle des Correspondances sous GENETIX, a I’intérieur et entre les
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populations, nous ont permis d’évaluer également les différenciations de nos populations en
fonction de I’ensemble des combinaisons de marqueurs (soit 37*37=1369). Ces résultats ont
été comparés avec ceux obtenus par STRUCTURE (Pritchard et al. 2000 ;
http://pritch.bsd.uchicago.edu/software/structure2_1.html) et le logiciel de Claude Chevalet
(IRTA) qui permet de calculer la probabilité d’assignation des individus a leur population
d’origine. Ce dernier exécute des calculs d’assignation en prenant la moitié des individus de
la population au hasard pour estimer les fréquences alléliques et en calculant la probabilité
d’assignation des autres individus. En répétant ceci 5000 fois au minimum, nous obtenons une
distribution des probabilités par individu, ce qui permet de calculer ainsi son maximum. De
plus, il posséde deux particularités non négligeables :

1. Lorsqu’un individu est trop éloigné de la population la plus probable, on le met dans
un groupe exterieur.

2. Lorsque les distributions de deux populations sont proches, les individus se trouvant a
leurs jonctions, seront mis préférentiellement dans la population connue par
I’utilisateur.

Pour plus de précisions sur les outils et les méthodes qui nous ont permis d’évaluer la qualité
génétique des marqueurs microsatellite sélectionnés, veuillez vous reporter au premier article
de ce mémoire intitulé «A set of 37 microsatellite DNA markers for genetic diversity and

structure analysis of Atlantic salmon (Salmo salar) populations».

1140544279 INRA mardi 21 février 2006 18:51:19 B=27 W=146 G=1,00 |=0,040s

Y — —— T — " — N U W—
- — —

e die B B R R

A Ly PR BB R R ey e o -

Figure 11-2. Produit d’amplification PCR obtenus avec 8 marqueurs microsatellites a partir
d’ADN extrait d’écailles d’individus de Castle Grant (Spey) datant de 1988.
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GenBank Nom marqueur Amorce Up Amorce Down Rq
AF257049 SSA00149NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGCAGCATAGAGAGTAATGG TGGAAAAGTCCCTCACCC
AF256693 SSA0043NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGATGTAAACATTCACAGGCACA TGAATGAGGGGTGACCTAGC Refait

AF256695 | SSA0045NVH

GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGCCATTTATCACTCGACCC

GCATATACAGTGCCGTCG

AF256719 | SSA007INVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGCCCCTGTCAAACGTCTTC AGCACACTGGATTCAAGG -

748596 SSOSL85 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGAGACTAGGGTTTGACCAAG ATTCAGTACCTTCACCACC -

AF256672 SSA0021INVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGACTTGGAGACTCTTTGG GAGAGGGAGATAGCATCG -

AF256661 | SSAO008NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTCCTCTATCATACGGCTG ATCAGATGACCCAGTGGC -

AF256667 SSA0016NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTGAAACTAGGATGCCTGG TCTGACCCACACACAAGC -

AF256707 SSA0057NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTGGCTACAACAGGGATAC AGTCTCTTACATGGAGGC
AF256846 | SSA0217NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGAGCGAGCTTTCTTTCCAG AGCTGTCTATTCACGACTC
AF256683 | SSAO033NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTGGTAGATGTCTTCTCCC GATCTGGTGACCTGTTCC

AF256786 SSA0152NVH

GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGCTGTTCATTTCTGAGCAG

GACACACCGAATCAGTGC

AF257058 | SSA0146NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGAGTGCGTCTGTGGCTTTG GGGCAGAGAGAAGAGATAG

AF271427 | Alu005 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTATGTGATTAGGGCTTGC CTTGGCGTAGTTTAGTGC

U43694 SSA197 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTGAGTAGGGAGGCTTGTG TGACATAACTCTTCTATGGC ASAP
U43695 SSA202 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGAGGTAACTGGCTCAACTC ATGTTGCGTGAGTGAGTG ASAP

unknow SSA289

U43693 SSA171

GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGCTTTACAAATAGACAGACT

GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTGATGGCAGGGTAAGAGG

TCATACAGTCACTATCATC

GGTCAAAACCTCGCTGTG

ASAP

U43692

749134

SSOSL438

GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGACTGCGGGACATTTGAGG

GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTGACAACACACAACCAAGG

TCAGATTTCTTACACTCTCG

GTAAAATGGAAGCATCTGTG
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AF256674 | SSA0023NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGAAAGACACGGAGCAAGGC AAGACAGGAGTCTGGGTG -

AF019168 | SSA224* GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGACAGACAGAACTGTGCATC TCGATTTTGGTTGACTGCAT Refait
AF019184 | SSAG5 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTGTTGTGGCTCGTGACAG GAACACAGGGTAGAGTGG

AF525203. | SSAD144 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGTTGTGAAGGGGCTGACTAAC TCAATTGTTGGGTGCACATAG ASAP
AY081811 | SSsp2216 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGGGCCCAGACAGATAAACAAACACGC GCCAACAGCAGCATCTACACCCAG ASAP

AF525204. | SSAD157 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGATCGAAATGGAACTTTTGAATG GCTTAGGGCTGAGAGAGGAATAC ASAP

AF256698 | SSA0048/INVH | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGCAGAACCGTGATCTGAAG TCCTCTGTGACACTGCATCC
AF256703 | SSA0053NVH GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGGAATTGTGTGTAGATGGG ACTTGGCAAGGAGCAGAC

AF256712 | SSA0062NVH | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGAGGTGAAGGAAAGGGTGTTG GACTAAAAAGCGTCTGGC
AF256715 | SSAQ065NVH | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGCAACACAAACACATTTGC TATGGAGAGGGTTGGTAG ]
AF256731 | SSAQ086NVH | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGATGGGTGCTATTGACTC CCACACAATCACCGTTGC

AF256730 | SSAQ094NVH | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGAAACTAGGGGTGCATAGG AATGTATTGACCGTAGTAGC

AF256744 | SSAO10INVH | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGCAGCACCAGAACATAACC AGCCATCAACACTCCCTG

AF256788 | SSAOIS5NVH | GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGCACCTGAAGATCAGCATC GCTGTGGATTTAGGAGAG

AF019191 | SSA86 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGACTAGATGAAGCGTGTGC CTGAATGCTACTGATGCC

AF019197 | SSA9 GTTTTCCCAGTCACGACGTTGGACAATTACCAGAGCCAGG TCTGACGACAAATTACCAC

Table 11-2. Amorces des 73 marqueurs testés avec ajout de la séquence M13 sur I’amorce Up. En caracteres gras sont représentées les séquences
redéfinies avec Primer 3. Les marqueurs ASAP sont mentionnés en derniére colonne et les 36 marqueurs qui ont été éliminés, apres sélection, sont en
rouge.
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Nom Genbank Autre Nom Groupe de liaison Référence
Alu005 AF271427 ALU005 L26-f, L26-m Hoyheim et Jorgensen, 2000
BHMS111 AF256661 SSAQ0008NVH [ L14-f, L14-m Hoyheim B, 2000
BHMS155 AF256667 SSA0016NVH [ L16-f, L16-m Hoyheim B, 2000
BHMS176 AF256672 SSA002INVH | L8-f, L8-m Hoyheim B, 2000
BHMS181 AF256674 SSA0023NVH | L6-f, L6-m Hoyheim B, 2000
BHMS241 AF256683 SSA0033NVH | L20-m Hoyheim B, 2000
BHMS259 AF256687 SSA0037NVH [ L16-f, L16-m Hoyheim B, 2000
BHMS278 AF256693 SSA0043NVH | L2-f, L2-m Hoyheim B, 2000
BHMS283 AF256695 SSA0045NVH | L23-f, L23-m Hoyheim B, 2000
BHMS304/1 AF256698 SSA0048/INVH [ L22-f, L22-m Hoyheim B, 2000
BHMS365 AF256703 SSA0053NVH [ L19-f, L19-m Hoyheim B, 2000
BHMS377 AF256707 SSA0057NVH | L18-f1, L18-m Hoyheim B, 2000
BHMS386 AF256712 SSAQ0062NVH [ L15-f, L15-m Hoyheim B, 2000
BHMS404 AF256715 SSAQ0065NVH [ L10-f, L10-m Hoyheim B, 2000
BHMS429 AF256719 SSAQ007INVH | L3-f, L3-m Hoyheim B, 2000
BHMS328 AF256731 SSA0086NVH | L5-f, L5-m Hoyheim B, 2000
BHMS212 AF256739 SSA0094NVH | L2-f, L2-m Hoyheim B, 2000
BHMS331 AF256744 SSA010INVH [ L17-f, L17-m Hoyheim B, 2000
BHMS179A AF257058 SSA0146NVH | L24-m Hoyheim B, 2000
BHMS184B AF257049 SSA0149NVH [ L11-f, L11-m Hoyheim B, 2000
BHMS217 AF256786 SSA0152NVH [ L21-f, L21-m Hoyheim B, 2000
BHMS230 AF256788 SSA0155NVH | L9-f, L9-m Hoyheim B, 2000
BHMS235 AF256846 SSA0217NVH [ L19-f, L19-m Hoyheim B, 2000
SSA171 U43693 SSA171 L4-f, L4-m O'Reilly et al, 1995
SSA197 U43694 SSA197 L8-f, L8-m O'Reilly et al, 1995
SSA202 U43695 SSA202 L1-f, L1-m O'Reilly et al, 1995
SSA224 AF019168 SSA224 L28-m O'Reilly et al, 1997
SSA289 unknow SSA289 L13-f, L13-m King et al., 2001
SSA65 AF019184 SSA65 L29-f, L29-m O'Reilly et al, 1997
SSA85 U43692 SSA85 L18-f1, L18-m O'Reilly et al, 1995
SSA86 AF019191 SSA86 L11-f O'Reilly et al, 1997
SSA9 AF019197 SSA9 L25-f, L25-m O'Reilly et al, 1997
SSAD144 AF525203 SSAD144 ? Eackles et King, 2002
SSAD157 AF525204 SSAD157 ? Eackles et King, 2002
SSOSL438 749134 SSOSL438 L9-f, L9-m Slettan, 1995
SSOSL85 748596 SSOSL85 L10-f, L10-m Slettan, 1995
SSsp2216 AY081811 SSSP2216 L7-f, L7-m Verspoor et al, 2002

Table 11-3. Informations supplémentaires sur les 37 marqueurs sélectionnés et utilisés pour
les analyses du Saumon atlantique avec les appartenances au groupe de liaison chez les
males (m) et les femelles (f) selon une communication personnelle de B. Hoyheim.
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2.2. PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est une méthode d’amplification in vitro qui
permet d’amplifier exponentiellement la quantité d’un fragment d’ADN cible par répétition de
réactions d’élongation grace a une enzyme dite I’ADN polymérase. Au sein de ce projet, nous
avons travaillé a partir d’une méthode de marquage développée par Markus Schuelke (2000).
Cette méthode modifie le protocole classique d’amplification PCR puisqu’elle utilise une
amorce supplémentaire de courte séquence (GTTTTCCCAGTCACGACGTTG(G)) appelée
« M13 » qui est marquée par fluorescence (6-Fam/Ned/Hex) et que I’on notera F_M13.
L’utilisation de cette amorce supplémentaire (F_M13) nécessite un allongement de I’amorce
Up en 5’ pour permettre I’hybridation de F_M13. L’amorce Up modifiée par allongement sera
notée M13_U. On se retrouve donc avec 3 amorces au lieu de deux : I’amorce Up allongée
(M13_U), I’amorce M13 fluorescente (F_M13) et I’amorce Down (reverse) complémentaire
de I’amorce Up. Comme on peut le voir sur la Figure 11-3, I’amplification se déroule lors des
2 premiers cycles comme une PCR classique avec :

(i) Etape de dénaturation: Les deux brins d’ADN & amplifier sont séparés par
élévation de la température (environ 95°C) afin d’obtenir des molécules
monocaténaires (un brin).

(i) Etape d’hybridation : Les deux amorces (M13_U et Down) sont hybridées sur le
brin monocaténaire cible par diminution de la température entre 40°C et 65°C.

(iii)  Etape d’élongation : Les extrémités 3’-OH des oligonucléotides servent de points
de départ a I’ADN polymérase thermostable qui synthétise les brins
complémentaires.

Puis, & partir du 3°™ cycle, lorsque le brin d’ADN néosynthétisé a amplifié la séquence
complémentaire M13, une réaction de compétition entre I’amorce M13_U et F_M13 apparait.
L’amorce F_M13 sera principalement incorporée dans I’ADN néosynthétisé car celle-ci a été
ajoutée en quantité supérieure (1: 3) ce qui permettra le marquage des produits PCR
(amplicons) par le flurochrome qu’elle porte (Figure 11-3). A la différence des autres
méthodes PCR, il n’y a aucun marquage prealable des deux amorces Up et Down. Ceci
permet une grande flexibilité dans I’élaboration des jeux de marqueurs ainsi qu’un co(t
moindre puisque les amorces non marquées sont moins colteuses.

Les conditions d’amplification optimales pour chacun des marqueurs (Table I de
I’article 1, Chapitre I11) ont été fixées en faisant varier la température d’hybridation et la
concentration en MgCL2+ puisque ce dernier agit en modifiant les charges portées par les
différentes bases nucléotidiques. La température d’hybridation tourne généralement autour de
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T,,» qui se calcule en sommant les bases nucléotidiques (Guanine (G), Cytosine (C), Adénine

(A) et Thymine (T)) se trouvant sur un brin d’ADN:
Ty =4HG+C)+2(A+T)-5°C.

5’ 3

3 5

l Dénaturation (94°C)

l Hybridation (Thyb)

Amorce Down

< Taq polymerase

= = Brin néosynthétisé

l Elongation (72°C)

—_————
«—%________ —
l Dénaturation/Hybridation/Elongation
<I§Z> Amorce F_|
<% _ _ ___ —

2" copies pour n cycles

Amorce U

> 1% cycle

> 2¢™ cycle

> 3¥™ cycle

Figure 11-3. Etapes d’amplification PCR avec I’amorce fluorescente M13 (F_M13) et la
séquence Up allongé avec la séquence M13 en 5° (M13_U). Le marquage de la séquence

amplifiée se fait par simple hybridation de F_ M13 sur la complémentaire.
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2.3. Protocole d’amplification systématique avec la méthode M13

Les réactions ont étée effectuées a I’aide des robots de la Plateforme Génomique du
GENOPOLE de Toulouse (http://www.genotoul.fr/). Le robot pipeteur, TECAN 200, nous a
permis de répartir I’ensemble des individus (367) sur une méme plaque 384 échantillons et de
distribuer le mix PCR. Le volume final de 10 pL était composé de tampon PCR 1X (GoTaq
Promega), 200 uM de dNTP, 1.5 mM MgCI2, 0.1 uM d’amorce Up allongé (M13_U), 0.15
MM d’amorce Down, 0.15 pM d’amorce M13 marqué par Fluorescence (F_M13), 50 ng
d’ADN et 0.5 U d’ADN Polymérase (GoTaq Promega). La reaction d’amplification PCR a
été réalisée dans un thermocycler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Les
conditions d’amplification sont les suivantes : 5 min de dénaturation initiale a 94°C puis de 42
a 45 cycles suivant les marqueurs avec 30 s de dénaturation a 94°C, 30 s d’hybridation a la
température optimale pour chaque couple d’amorces et 30 s d’élongation & 72°C, enfin 30
min de synthése finale a 72°C. Pour chacune de nos PCR, nous avons introduit un témoin
négatif (tous les composants de la réaction sans I’ADN matrice) pour vérifier qu’il n’y a pas

eu de contamination(s) externe(s).

2.4. Génotypages des microsatellites

La migration des fragments d’ADN s’effectue dans un polymere dérivé de
I’acrylamide (pop6) dans 48 capillaires du séquenceur ABI PRISM 3730 (Applied
Biosytems). Cette méthode permet d’étudier plusieurs microsatellites de méme taille mais
portant des fluorophores différents, au méme moment, en multiplexant les produits
d’amplification PCR dans un méme puits (Figure 11-4). Pour cela, 5 pL de chacun des
produits d’amplification ont été mélangés et complétés avec de I’eau milliQ autoclavée pour
obtenir un volume final de 50 pL. Par la suite, un volume de 2 pL a été préleve de ce mélange
(maximum 6 produits pour 3 fluorophores avec deux marqueurs par couleur), pour étre ajouté
a 9,850 pL de formamide et 0,175 pL de standard de taille (GENESCAN 400HD [ROX]
d’Applied Biosystems). Les échantillons ont été ensuite dénaturés, 5 min a 95°C, avant d’étre
placés dans le séquenceur. Lors de la migration des produits PCR dans les capillaires du
séquenceur, les fluorophores sont excités par un laser et I’émission de fluorescence est
interprétée par le logiciel Genotyper 3.7 NT (Applied Biosystems). Le standard de taille
permet d’attribuer une taille aux différents pics d’intensité. Seuls les profils possédant une
intensité supérieure a 300 nM ont été conservés sur I’ensemble des génotypages. Les données

ont été ensuite conservées, stockees, tracées et organisées dans le logiciel GEMMA
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(lannuccelli et al. 1996). Il est a noter que 10 individus ont été dupliqués sur I’ensemble des

marqueurs pour évaluer I’erreur de génotypage.
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Figure 11-4. Chaque fléche horizontale représente un microsatellite, et la longueur des
fleches la fourchette de tailles attendues pour ses alleles. Ici, nous avons représenté deux
microsatellites par fluorophore (6-Fam, Ned et Hex) et nous pouvons voir I’importance des
tailles dans I’élaboration de nos jeux de marqueurs pour qu’il n’y ait pas de recouvrement.
Pour chaque marqueur la visualisation de 2 pics représente un individu hétérozygote et un
seul pic un individu homozygote.

2.5. Présentation des données

Les données de génotypages pour chacune de nos populations se présentent sous
forme matricielle avec, en colonne, les marqueurs et, en ligne, les individus. Chaque
marqueur est représenté par deux formes alléliques possédant une taille propre en paire de
bases (pb). Pour la plupart des analyses en génétique des populations, les données peuvent
étre utilisées sous forme brute (pb) ou par la nomination de chaque alléle en chiffre distinctif.
Cependant les méthodes fonctionnant sous SMM (voir le Glossaire) a partir des données de
microsatellite  font leurs calculs en fonction du nombre de répétitions (ex:
ATATATATATAT = 6 répétitions). Les données ont donc ainsi été transformées en nombre

de répétitions a partir de la longueur de la séquence amplifiée (pb).
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La matrice de génotypage globale représente les génotypages de I’ensemble des
individus par le panel des 37 marqueurs microsatellites sélectionnés. A partir de cette matrice,
un classement par hétérozygotie décroissante a été effectué pour créer 9 matrices par
population et par échantillon (2005 et passé). La premiere matrice, utilisée pour toutes les
analyses présentees ci-apres, concernait les génotypages sur la totalité des marqueurs. Les
autres matrices, qui contenaient les 28 marqueurs les plus hétérozygotes (28H+), les 28
marqueurs les moins hétérozygotes (28H-), les 20 marqueurs les plus hétérozygotes (20H+),
les 20 marqueurs les moins hétérozygotes (20H-), les 10 marqueurs les plus hétérozygotes
(10H+), les 10 marqueurs les plus hétérozygotes (10H-), les 5 marqueurs les plus
hétérozygotes (5H+) et les 5 marqueurs les moins hétérozygotes (5H-), ont été utilisées

seulement pour les analyses d’estimation de la taille efficace.
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Partie 3.
METHODES D’ANALYSE DES DONNEES
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Nous présenterons dans un premier temps les logiciels utilisés pour étudier la taille
efficace (Ne), la diversité génétique, la consanguinité, les liens de parenté, la phylogénie, la
migration, et la présence ou non d’un goulot d’étranglement sur I’ensemble des échantillons
de Saumons étudiés.

Concernant les modeles qui ont été élaborés au cours de ces travaux de these, leurs

méthodologies se trouvent avec la partie des résultats (Chapitre I11).

3.1. Logiciels utilisés

3.1.1. Sites Web

BOTTLENECK http://www.ensam.inra.fr/URLB
CREATE http://www.lsc.usgs.gov/CAFL/Ecology/Software.html
DiyABC http://www.montpellier.inra.fr/CBGP/diyabc/
GENALEX 6 http://www.blackwell-synergy.com/doi/abs/10.1111/j.1471-
8286.2005.01155.x
GENECLASS2 http://www.montpellier.inra.fr/URLB/index.html
GENEPOP http://ftp.cefe.cnrs.fr/PC/MSDOS/GENEPOP
GENEPOP 0N the http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop
web
GENETIX http://www.univ-montp2.fr/~genetix/genetix/genetix.htm
IMa http://lifesci.rutgers.edu/~heylab/HeylabSoftware.htm#IM
LAMARC http://evolution.gs.washington.edu/lamarc/lamarc_prog.html
MsVAR http://www.rubic.rdg.ac.uk/~mab/software.html
Tw™m3 http://www.rubic.rdg.ac.uk/~mab/software.html
STRUCTURE http://pritch.bsd.uchicago.edu/software/structure2_1.html

Table 11-4. Sites informatiques des logiciels en genétique des populations utilisés.
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3.1.2. Fonctions des logiciels

LOGICIELS AUTEURS FONCTIONS
BOTTLENECK Cornuet J-M et Luikart G D(?tecte la redgqtlon de taille récente a partir des
fréquences alléliques.
Evalue la taille efficace actuelle et ancestrale des
populations, le temps qui sépare ces deux tailles,
Cornuet J-M, Santos F, Beaumont MA, le taux de mutation et les scénarios évolutifs
DIYABC Robert CP, Marin J-M, Balding DJ, entre populations depuis I'ancétre commun avec
Guillemaud T, Estoup A, un échantillon ou plusieurs échantillons par
population. Méthode avec approximation
Bayésienne.
Transforme des fichiers trés utilisés en
génétique  des  populations  (GENETIX,
CREATE Coombs et al. GENEPOP..) sous des formats d'autres logiciels
de génétique des populations.
FDIST? Beaumont MA et Nichols RA Détecte les marqueurs soumis a la sélection: Fst
trop grand ou trop faible.
Programme complet sur les indices en génétique
FSTAT Goudet J des populations pour évaluer la diversité et la
divergence génétique.
Calcule la diversité et la divergence génétique.
GENALEX Peakall R, et Smouse P.E. Teste I'équilibre d'Hardy-Weinberg et les
déséquilibres de liaison.
GENECLASS? Piry S, Ala_petlte A, Cornuet, J-M, Paetkau | Détecte les _mlgr'anys.et assigne les individus a
D, Baudouin L, Estoup, A leur population d'origine
Calcule la diversité et la divergence génétique.
GENEPOP Raymond M et Rousset F Teste I'équilibre d'Hardy-Weinberg et les
déséquilibres de liaison.
Programme complet sur les indices en génétique
GENETIX Belkhir K. et al. des populations pour évaluer la diversité et la
divergence génétique.
Evalue la taille efficace de deux populations
. actuelles, la taille de leur ancétre commun et
M Hey Jet Nielsen R leur migration par un modele IM (Isolation with
Migration model). C"est un modeéle enile.
cummer i Yamato, e, i L, | G170 1 1 s o om0
LAMARC Rynes E, Walkup E, Li C, Sloan J, L ’ , . .
migration avec un échantillon. Méthode

Colacurcio P, Felsenstein J

Bayésienne et MCMC.

MICRO-CHEKER

Van Oosterhout CV, Hutchinson WF, Wills
M, Shipley P

Détecte les alléles nuls au sein de marqueurs
microsatellites.

Evalue la taille efficace actuelle et ancestrale des
populations, le temps qui sépare ces deux tailles,

MSVAR Beaumont MA - ) -
et le taux de mutation avec un échantillon.
Méthode Bayésienne et MCMC.

STRUCTURE Pritchard JK, Stephens M, Donnelly PJ Identifie des groupes et assigne les individus aux
groupes les plus probables.

. Evalue la taille efficace actuelle et ancestrale des

TM3 Eﬁirtkgﬁrg » Beaumont MA, Cornuet JM, populations avec deux échantillons. Méthode
Bayésienne et MCMC.

WHICHLOCI Banks MA Eichert W et Olsen JB Détermine la puissance de discrimination d’un

ensemble de marqueurs microsatellites.

Table 11-5. Caractéristiques des logiciels en génétique des populations utilisés.
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3.1.3. Références bibliographiques des logiciels

BOTTLENECK
Cornuet JM, Luikart G. 1996. Description and power analysis of two tests for detecting recent

population bottlenecks from allele frequency data. Genetics 144: 2001-2014.

CREATE
Coombs JA, Letcher BH, Nislow KH. 2007. CREATE 1.0 — Software to create and convert

codominant molecular data.

Divasc

Cornuet J-M, Santos F, Beaumont MA, Robert CP, Marin J-M, Balding DJ, Guillemaud T,
Estoup A. 2008. Inferring population history with DIYABC: a user-friendly approach to
Approximate Bayesian Computation. Bioinformatics, 24(23): 2713-2719.

FDIST2
Beaumont MA, Nichols RA. 1996. Evaluating loci for use in the genetic analysis of

population structure. Proceedings of the Royal Society B 263: 1619-1626.

FsTAT
Goudet J. 1995. Fstat version 1.2: a computer program to calculate Fstatistics. Journal of

Heredity. 86(6): 485-486.

GENALEX
Peakall R, Smouse PE. 2006. GENALEX 6: genetic analysis in Excel. Population genetic

software for teaching and research. Molecular Ecology Notes 6: 288—295.

GENETIX

Belkhir K, Borsa P, Goudet J, Chikhi L, Bonhomme F. 1998. GENETIX, Logiciel sous
WindowsTM pour la Génétique des Populations. Laboratoire Génome et Populations, CNRS
UPR 9060. Université de Montpellier I, Montpellier, France.

GENECLASS

Piry S. et al. 2004. GeneClass2: A software for genetic assignment and first- generation
migrant detection. J. Hered. 95: 536-539.
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GENEPOP
Raymond M, Rousset, F. 1995. Genepop (version 1.2): population genetics software for exact
tests and ecumenicism. J. Hered. 86: 248-249.

M

Hey J, R Nielsen. 2004. Multilocus methods for estimating population sizes, migration rates
and divergence time, with applications to the divergence of Drosophila pseudoobscura and D.
persimilis. Genetics 167: 747-760.

LAMARC
Kuhner MK. 2006. "LAMARC 2.0: maximum likelihood and Bayesian estimation of
population parameters.” Bioinformatics 22(6): 768-770.

MICRO-CHEKER

Van Oosterhout CV, Hutchinson WF, Wills DPM, Shipley P. 2004. Micro-checker: software
for identifying and correcting genotyping errors in microsatellite data. Molecular Ecology
Notes, 4: 535-538.

MsVAR
Beaumont MA. 1999. Detecting population expansion and decline using microsatellites.
Genetics 153: 2013-2029.

STRUCTURE

Pritchard JK, Stephens M, Donnelly P. 2000. Inference of population structure using
multilocus genotype data. Genetics 155: 945-959.

Falush D, Stephens M, Pritchard JK. 2003. Inference of population structure using multilocus

genotype data: linked loci and correlated allele frequencies. Genetics 164: 1567-1587.

Twm3

Berthier P, Beaumont MA, Cornuet JM, Luikart G. 2002. Likelihood-based estimation of the
effective population size using temporal changes in allele frequencies: a genealogical
approach. Genetics. 160(2): 741-51.

WHICHLOCI
Banks MA, Eichert W, Olsen JB. 2003. Which genetic loci have greater population

assignment power?. Bioinformatics 19: 1436-1438.
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3.2. Principes des analyses faites en génétique des populations

3.2.1. La diversité génétique et la consanguinité

La diversité génétique est généralement appréciée a partir des estimations sur
I’hétérozygotie (voir le Glossaire) et de la richesse allélique (voir le Glossaire). L’estimation
de ces deux parametres permet de renseigner sur la structure des populations et leur viabilité
en observant les différences entre les hétérozygoties observées et attendues sous I’équilibre de
Hardy-Weinberg (voir le Glossaire) ainsi que la présence des alléles rares. Les valeurs de
diversité génétique permettent d’estimer le coefficient de parenté, appelé aussi coefficient de
consanguinité. Parce que la reproduction entre individus fortement apparentés entraine
I’accumulation d’alléles délétéres et I’apparition de maladies ou de malformations
phénotypiques, estimer la parenté entre individus permet d’avoir une idée sur I’état de santé
de la population voir de I’espece. Le coefficient de consanguinité intra population, Fis, a été
estimé sur les populations de Saumons étudiées. 1l mesure le déficit en hétérozygotes par

rapport a la valeur attendue sous I’hypothese de croisement au hasard des gametes :

Fis =1—m,
He

avec Ho et He, les fréquences respectives observées et attendues d’hétérozygotes. Cette
valeur, ainsi estimée, correspond également a la probabilité que 2 alléles observés a un locus

soient identiques « par descendance ».

3.2.2. Différenciation génétique

Dans un premier temps, une analyse factorielle des correspondances (AFC) a
été menée pour évaluer le niveau de différenciation entre populations. Cette analyse consiste a
projeter les distances génétiques entre individus sur un jeu d’axes qui maximisent les
différences entre populations. Elle a été effectuée a I’aide du logiciel GENETIX v4.05.2
(Belkhir et al. 2004).

A partir des coordonnées individuelles obtenues par ces résultats, nous avons
calculé des distances Euclidiennes (voir Glossaire) intra (Dw) et inter (Ds) populations et un

indice de différenciation qui n’est autre que le rapport Ds/Dw (voir I’article 1 au Chapitre I11).
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Un autre paramétre de différenciation entre populations, usuellement utilisé, a été
mesuré ici. Il s’agit de I’estimateur ¢ du Fsr, proposé par Weir et Cockerham (1984) (voir
Glossaire) calculé par le logiciel GENETIX v4.05.2 mais qui peut étre également calculé par le
logiciel FSTAT (Goudet 2002). Ce parametre mesure I’écart entre le taux d’hétérozygote
attendu globalement, si les populations échangent librement des genes (panmixie), et le taux
d’hétérozygotes moyen observé dans les populations. Cette mesure peut également étre vue
comme la proportion de diversité totale expliquée par I’écart des fréquences alléliques entre
populations :

0-— crja _
c‘atob+o°w

o’a étant la variance inter populations, ob la variance intra population et o*w la variance

intraindividus.

3.2.3. Migration et taux de croissance

Lorsque des populations échangent entre elles des reproducteurs et sont a
I’équilibre (modéle en Tles), le taux de migration (Nm) peut étre relié a la formule de Fsrt de
Wright (1969) :
_1-FST
4FST

Dans notre étude, les calculs de Nm ont été faits a partir du @ proposé par Weir et Cockerham
(1984) par le logiciel GENETIX. Mais, le Nm peut également étre calculé a partir du nombre
d’alleles privés (Slatkin, 1985; Barton and Slatkin, 1986), qui permet d’éliminer les
problémes d’homoplasies, par le logiciel Genepop. En 1985, Slatkin releva une relation

linéaire entre la moyenne des fréquences d’alléles privés d’une population ( p(2) ) et Nm:

log,, [P(1)] = alog,, (Nm) +b,

avec a et b des variables qui dépendent du nombre d’individus des échantillons par
population. Néanmoins les valeurs de Nm obtenues par ce dernier modéle sont plus faibles
que celles obtenues par Fst ou Rst sans que nous puissions répondre pourquoi.

Comme, les calculs de migration, basés sur Nm, dépendent de la différenciation, ils
peuvent étres biaisés suivant I’histoire des populations, si celle-ci ne correspond pas au

modele en Tle supposé. Par exemple, si des populations proviennent d’une séparation récente a
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partir d’un ancétre commun et si le taux de mutation est faible, une faible différenciation
génétique peut exister alors qu’aucun échange migratoire n’est présent entre ces populations.

Nous avons donc estimé également le taux d’immigration m dans chaque population
par le logiciel LamaArc (Kuhner, 2006) qui est une estimation plus complexe ne faisant pas
intervenir les différences entre populations. Ce sont des calculs sous un modele de
coalescence (identité par descendance) avec migration et mutation. Néanmoins les résultats
n’ont pas été satisfaisants en raison du grand nombre de marqueurs utilisés rendant les temps
de calculs trés longs (3-6 semaines). 1l y avait une incohérence entre nos connaissances et les
résultats obtenus, notamment sur les parametres « théta » (4Nu), laissant des doutes sur les
valeurs proposées des migrations. Ainsi nous avons préféré considérer les taux de migration
obtenue par le logiciel IM (Hey et Nielsen, 2004) aprés 500 000 burning et 5000 000

itérations.
3.2.4. La taille efficace

Le concept de taille efficace (Ne) est apparu pour la premiére fois en 1931 avec
le généticien américain Sewall Green Wright connu pour ces travaux sur la théorie de
I’évolution et sa découverte du coefficient de consanguinité avec John Scott Haldane. Elle
peut étre estimée a partir de données démographiques ou génétiques. Les estimations de Ne
par données démographiques sont présentées briévement ici, juste pour rendre compte de la

nécessitée d’utiliser des données de qualité.
3.2.4.1. Méthodes démographiques

Selon Nunney et Elam (1994), la taille efficace sur une période de
temps donnée correspond a la moyenne harmonique du nombre d’individus qui interviennent
dans la reproduction au cours des générations correspondantes, c'est-a-dire la moyenne des

tailles efficaces a chaque g-eme génération (Ne, ) :

Ne=t/) (1/Ne,).

L’effet de la variance de la taille familiale (V,) est généralement estime par I’équation

suivante, ou N est le nombre d’individus naissant & chaque génération :

Ne = (4N - 2) /(V, +2).
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L’effet par le sex-ratio peut étre estimé par cette équation qui fait intervenir le nombre de

males (N, ) et de femelles (N ) dans la population :

Ne=4N.N,, /(N +N,,).

3.2.4.2. Méthodes génétiques

Notre étude s’est portée exclusivement sur les estimations de Ne par les
données génétiques qui sont plus faciles a obtenir que les données démographiques.
Cependant, comme nous le verrons par la suite dans les résultats obtenus, I’utilisation de ces
données et de leurs estimateurs doivent étre pris avec précaution.

Il existe plusieurs estimateurs génétiques de Ne (voir les revues de Caballero 1994 ;
Beaumont 2001) que I’on pourrait résumer en deux types de méthodes :

- Une méthode s’appuyant sur les changements génétiques entre deux échantillons, tels
que les fréquences alléliques, la perte d’alléles, la perte d’hétérozygotie, le taux de
déséquilibre de liaison et I’'augmentation du coefficient de consanguinité. Cette méthode
estime plus précisement la variance induite par la dérive génétique au cours de I’intervalle de
temps séparant les deux échantillons. La dérive génétique correspond aux fluctuations
aléatoires de fréquences alléliques liées a I’échantillonnage d’un nombre fini de
reproducteurs, fluctuations pouvant aller jusqu’a la perte de certains alleles dans la
population. La méthode tire partie du fait que I’importance de ces fluctuations est fonction de
la taille efficace recherchée.

- L’autre utilisant la théorie de la coalescence de Kingman (1982) qui cherche a
retracer la genéalogie des génes de I’échantillon jusqu’a I’ancétre commun (modéle de
coalescence). Cette méthodologie relie la longueur des branches de coalescence a Ne. Plus la
longueur des branches sera longue et plus la taille sera supposée grande. Les méthodes
usuelles reposant sur ce modele cherchent a reconstruire par simulation des arbres possibles
des genes en fonction du modéle de mutation. Les calculs correspondants sont cependant tres
longs. Comme nous le verrons dans le chapitre des résultats par I’un des modeles développé
au cours ce cette thése (Chapitre 111), nous pouvons calculer les temps de coalescence en
fonction des alléles observés et I’histoire démographique sans simuler ces arbres. Cette
maniére numérique permet un calcul plus rapide de la vraisemblance de la taille efficace et de

sa variation dans le passé.
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Au cours de nos travaux, nous avons utilisé trois méthodes pour estimer la taille
efficace : TM3 (Berthier et al. 2003), MSVAR (Beaumont 1999) et DIY ABC (Cornuet et al.
2008). Toutes les trois sont des méthodes de coalescence sous dérive et mutation, c'est-a-dire
que la migration n’intervient pas. La premiére a seulement la particularité d’utiliser deux
échantillons de la méme population pour faire ses calculs. Elle est en quelque sorte un
mélange entre les deux types de méthodes, citées au-dessus, puisqu’elle fait intervenir
également les différences entre les deux échantillons. Quant a MSVAR et DIY ABC, ils se
différencient sur deux points majeurs. Alors que MSVAR fait ses calculs sur une population,
DIY ABC fait ses calculs sur I’ensemble des populations données pour la méme espéce.
Ainsi, DIY ABC estime une seule taille ancestrale (Na) et un seul temps ancestral (temps
entre les deux tailles, Tf) pour I’ensemble des populations. Le second point réside dans
I’algorithme qui est du Métropolies Hastings pour MSVAR et de I’ABC pour DIY ABC.
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Partie 4.
NOUVEAUX MODELES EN DIVERSITE GENETIQUE ET
TAILLE EFFICACE
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Au cours de ces travaux deux modéles ont été développés sur les bases de la théorie de
la coalescence : DemoDivMS (Diversity Simulations) et VarEff (Variable Effective size). Leur
développement a nécessité un ensemble de résolutions analytiques qui sont présentées dans le
chapitre 11l « Résultats et Discussions » de ce mémoire.

Le premier modele DemoDivMS, proposé en libre accés sur le site

https://ggp.jouy.inra.fr/, permet de simuler des variations de taille «théta» (4New) d’une

population a des intervalles de temps définis par I’utilisateur. De ces simulations en découle
un calcul de la diversité génétique en terme de taux hétérozygotie au temps zéro (moment
actuel). Ce modele permet de rendre compte du comportement des variations de la diversité
en fonction de I’histoire de la population.

Le second modéle VarEff est un modele qui estime la taille efficace d’une population a
partir d’un jeu de données constitué de génotypages microsatellites références en nombre de
répétitions. A la différence des modeéles déja existant, ce modéle ne reconstruit pas les arbres
pour estimer ces parametres et passe directement par des calculs analytiques tout en ayant une
approche bayeésienne. Le développement de cette méthode est présenté dans le chapitre 11l
« Résultats et Discussions » au sein de I’article 111 et sera trés prochainement proposé en libre

acces sur le site https://ggp.jouy.inra.fr/.

Ces modeles faisant I’objet de résultats nouveaux, seules les simulations faites sur ces
modéles seront présentées dans cette partie. Il est prévu d’étendre les simulations, pour le
second modele, en créant différentes populations a I’équilibre et sous dérive et en faisant

varier le nombre de locus.

4.1. Théorie de coalescence

La théorie de la coalescence cherche a retracer la généalogie des genes de I’échantillon
jusqu’a leur ancétre commun. C'est-a-dire qu’elle décrit le processus de fusion (coalescence)
des copies alléliques présentes dans une population jusqu'a I’ancétre commun. Cette théorie
dérive de la théorie de I’identité par descendance de Malécot (1941) développée par Kimura
& Crow (1964) et généralisée par Kingman (1982) pour I’appliquer a un échantillon de
plusieurs genes dont on considere I’ancétre commun. Ce processus s’applique sur un
échantillon de taille n issu d’une population diploide de taille N ou haploide de taille 2N en
supposant n<<N, de telle sorte qu’il ne peut y avoir qu’un seul événement de coalescence par
génération. Cela signifie que le travail se fait sur I’arbre des génes observés dans
I’échantillon, et non pas celui de la population entiére. Pour visualiser cette généalogie, il faut

ignorer les individus et ne s’intéresser qu’aux genes. Les relations de ces génes d’une
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génération a I’autre sont des lignes ascendantes qui sont communément appelées des lignages
(). Lorsque deux lignages se rejoignent, on dit que les génes « coalescent ». La probabilité
que deux lignages proviennent d’une méme copie de la génération précédente (identique par
ascendance) est égale a 1/2N. Cependant, on doit considérer qu’un lignage peut coalescer avec
n’importe quel autre lignage avec la méme probabilité. On peut donc former I(l-1)/2 paires
différentes. La probabilité d’évenements de coalescence de 2 lignages parmi | lignages est
égale a:

I(1-1)
AN

P() =
La probabilité qu’il n’y ait aucun événement de coalescence est donc 1-P(l).
Le temps de coalescence Ti peut étre considéré comme le nombre de générations écoulées
jusqu’a ce que I’on ait un événement de coalescence. Ces temps de coalescence dépendent
donc de P(l), ce qui en fait des variables aléatoires dont la distribution de probabilité peut

s’écrire :
P(Ti=t)=[1-P)] " P().

Ce qui revient a dire que pendant t-1 génération, il n’y a pas eu de coalescence et a la t-jéme
génération, il y a coalescence.

Comme les temps de coalescence sont proportionnels a la taille efficace de la
population, elle-méme liée a la diversité génétique, on peut entrevoir par cette présentation
sommaire le principe de la coalescence pour en déduire la taille efficace ou la diversité
génétique. Comme il a été dit précédemment, la méthodologie des deux modeles, développés
dans ces travaux, n’est pas présentée dans ce chapitre mais au chapitre suivant en tant que

résultats.
4.2. Simulations DemoDivMS

Le premier modéle DemoDivMS a été utilisé pour comprendre la forte diversité
génétique des plus petites populations de Saumon atlantique (Oir et Scorff). Ce modéle utilise
les résolutions théoriques développées pour le deuxieme modéle : P(D|N,M,T) avec D la
différence de taille en nombre de répétitions entre deux alléles, N la taille efficace, M le taux
de mutation et T le temps de coalescence souscrit en génération par g=T/No (voir Article 3,

Chapitre I11). Plusieurs scénarios ont été simulés faisant varier 3 tailles efficaces : actuelle
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(NO) et passées (N1, N2) sur des paliers de temps en genérations variables (de t0 a t3) (Figure
11-5) avec des taux de mutation & 3.10™ et 9.10™. En fonction des résultats que nous avions
obtenus par les analyses en génétiques de populations pour ces deux populations, nous avons
fait varier :

- NO de 200 a 1000

- N1deb50a50000

- N2 de 10000 a 50 000

- tlde2a1000

- 12 de 2000 & 4000 (temps ancétre commun donné par DIY ABC et MSVAR)

- t3 pour avoir la population a I’équilibre c'est-a-dire 4N/4, soit de 10 000 & 50 000.
Puis nous avons retenu les combinaisons offrant des diversités génétiques comparables a

celles observées (76-81%).

N (Taille efficace)

N2

N1

NO

t0 t1 t2 t3 Temps passé
(générations)

Figure 11-5. Schéma évolutif des tailles efficaces (N) sur des paliers de temps correspondants
a des intervalles de deux temps de générations (t) antérieurs.

Les taux de migrations par population ont été obtenus a partir du logiciel IM. Comme
notre modele ne permet pas d’intégrer les migrations, nous avons fait les mémes estimations
en considérant ce taux de migration (0.004 et 0.005) comme des mutations, en I’additionnant
au taux de mutation (0.0003 et 0.0005).

4.3. Simulations Vargeff

4.3.1 Distributions des P(D=k|N,M,T)
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Afin de tester le comportement des fréquences des différences alléliques (D)
théoriques en fonction de la taille efficace (N), du taux de mutation (M) et du temps de
coalescence (T), ici exprimé en générations (g=T/No), nous avons testé plusieurs scénarios
avec différentes intensités de goulot d’étranglement. Pour des raisons de visualisation, nous
avons choisi de tester un goulot d’étranglement sur une grande taille, comme celle de la
population Spey (10 000). Nous avons fait varier I’intensité du goulot en augmentant la durée
(de 50 a 1000 générations) et en diminuant la taille (de 5000 a 500) avec un taux de mutation
de 0.0003.

N (Taille efficace)

NO N2

N1

t0 t1 ) t3 Temps passe
(générations)

Figure 11-6. Schéma évolutifs décrivant un goulot d’étranglement avec les tailles efficaces
(N) sur des paliers de temps correspondants a des intervalles de deux temps de générations
(t) antérieurs.

En raison des grandes similarités entre les resultats et pour faciliter la lecture et la
compréhension, vous trouverez dans la derniére partie du Chapitre Il uniquement les
simulations avec les données extrémes (Figure 11-6):

NO et N2 égal & 10 000

N1 égal a 5000 ou 500

Intervalle tO - t1 égal a 2500 (temps ancestral trouvé au sein des populations étudiées)
Intervalle t1 - t2 égal a 50 ou 1000

4.3.2 Distributions des P(T|D,N,M)

Des simulations présentant le comportement des temps de coalescence (T) par rapport au D, N
et M sont présentées au sein du troisieme article intitulé « Distribution of coalescence times
and distances between microsatellite alleles with changing effective population size »
(Chapitre 111).
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Le Saumon atlantique est une espéce dont les stocks s’effondrent, ce qui nécessite des
analyses complémentaires urgentes pour mieux connaitre son abondance et sa viabilité. Les
données démographiques et/ou génétiques sont un moyen efficace pour estimer ces stocks.
Toutefois, entre ces deux modes d’investigation, les données génétiques présentent des
avantages certains. Tout d’abord, leurs récoltes d’échantillons sont moins difficiles et moins
colteuses. En second lieu, elles permettent de projeter I’histoire des populations sur des
intervalles de temps beaucoup plus longs. A ce jour, on constate qu’en dépit de ces avantages,
la plupart des populations de salmonidés sont étudiées et suivies avec des données
démographiques. Ces travaux de these sont les premiers a fournir des analyses approfondies,
riches en marqueurs, en génétique des populations de salmonidés dans I’Oir et le Scorff, en

France, et a Spey et Shin, en Ecosse.

La diversité génétique, la consanguinité, les flux génétiques, la détection de goulot
d’étranglement et la taille efficace sont des parametres issus de données génétiques qui
renseignent sur la structure et le potentiel évolutif des populations. Tous ces indices ont été
estimés au cours de ces travaux, mais un intérét majeur s’est porté sur la taille efficace (Ne).
Je me suis intéressée a ce parametre, car il est I’'un des plus importants en thématique de
conservation par sa capacité a renseigner sur la variabilité génétique, la fixation des alléles
déléteres et la consanguinité. Ces derniéres décennies, des estimateurs de Ne, de plus en plus
performants, ont vu le jour. Parmi les plus utilisés et qui ont, semble-t-il, un avenir
prometteur, il faut noter ceux qui se basent sur le modele de coalescence. Les performances de
tels estimateurs sont généralement testées par simulations. Trés peu de travaux les ont évalués
a partir de données réelles. L’objectif de cette thése a donc été d’évaluer certains d’entres de
ces estimateurs a partir de données de populations de Saumon atlantique, afin de proposer des
recommandations dans des programmes de conservation. Devant les résultats obtenus et, face
a certaines problématiques qu’engendre leur utilisation, une seconde partie de cette these s’est
consacrée a élaborer une nouvelle méthode d’estimation de taille efficace sous coalescence.
Celle-ci a été construite dans un souci de réduction des temps de calculs. Pour cela,
I’approche de ce modele a été abordée de maniere innovante puisqu’elle ne s’appuie pas sur la
reconstruction par simulation des arbres de coalescence. Elle calcule directement les

probabilités d’observer Ne en analysant les différences alléliques.

Ce chapitre s’articule donc en 3 parties. La premiére comprend I’élaboration des

données génétiques avec la sélection et I’analyse des marqueurs. La seconde comprend
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I’ensemble des analyses faites pour déterminer la diversité et la structure génétique, et estimer
la performance des certains estimateurs de la taille efficace. La troisieme partie concerne le
modele proposé pour estimer la taille efficace, de maniere analytique, avec son comportement
vis-a-vis des donnéees simulées. Ce modele servira ainsi a retracer I’histoire évolutive des
populations de Saumons étudiées, afin de comprendre leur diminution actuelle. Chacune de
ces parties est composée d’un article scientifique avec, en amont, son résumé en francais et,
en aval, un paragraphe sur les données complémentaires. Une discussion de synthése sur

I’ensemble de ces travaux se poursuivra dans le prochain chapitre.
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Partie 1.
ELABORATION DES DONNEES GENETIQUES
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Résumé

Un panel de marqueurs ADN microsatellites du Saumon atlantique (Salmo salar) a été
analysé et sélectionné a partir d'une large base de données déja existante sur des criteres
techniques, économiques et génétiques. Nous nous sommes attachés a optimiser un panel en
vue de travaux sur la diversité génétique et la structure de Saumon atlantique sauvage et
anadrome. Ainsi, nous avons pu identifier un ensemble de 37 marqueurs microsatellites
polymorphes qui sont faciles a utiliser et qui fournissent un haut niveau de variabilité

génétique et de différenciation entre et parmi les populations.

Nous avons choisi les marqueurs microsatellites car ils ont démontré leur grande capacité a
différencier des populations apparentées, par rapport a d’autres marqueurs communément
utilisés en génétique des populations tels que les SNP (Polymorphisme d’un Nucléotide
Simple) (Narum et al. 2008).
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A set of 37 microsatellite DNA markers for genetic
diversity and structure analysis of Atlantic salmon
Salmo salar populations

N. Nikoric*, K. FEve*, C. CHEVALET*, B. HoYHEIM]
AND J. RIQUET*

*INRA, UMRA444 Laboratoire de Génétique Cellulaire, Chemin de Borde Rouge BP
52627, 31326, Castanet Tolosan, France and {Norwegian School of Veterinary Science,
BasAM-Genetics, PO Box 8146, 0033 Oslo, Norway

(Received 26 May 2008, Accepted 17 September 2008)

Atlantic salmon Salmo salar microsatellite markers from a large database were analysed and
selected with technical, economic and genetic criteria to provide an optimized set of poly-
morphic DNA markers for the analysis of the genetic diversity and the structure of anadromous
Atlantic salmon populations. A set of 37 microsatellite markers was identified that are easy to
use and provide a high level of differentiation power. © 2009 The Authors

Journal compilation © 2009 The Fisheries Society of the British Isles

Key words: anadromous fish; differentiation; genetic diversity; microsatellite.

During the past decade, microsatellite genetic markers have been extensively
developed in several species to address population genetics and demographic
questions (Estoup & Angers, 1998; Dieringer & Schlétterer, 2003). Analysis of
neutral molecular markers has proven to be a robust method for bringing an
evolutionary perspective to conservation and management (King et al., 2001).
Over recent decades, Atlantic salmon Salmo salar populations have declined
or have been extirpated in many parts of its distribution L. (Parrish er al.,
1998; ICES, 2002; Knockaert, 2006). Many microsatellite markers have been
developed on S. salar, but it is necessary to select a panel that allows genetic sur-
veys to be carried out efficiently. Following the recommendations on the number
and the quality of markers used in the field of domestic animal resources (Barker
et al., 1993; SanCristobal er al., 2006), a set of 37 markers was selected from
a large data set (Norwegian Salmon Genome Project’s database, http://www.
salmongenome.no), including c¢. 850 markers. Markers were selected on technical
and genetic criteria and tested for their efficiency using samples from four
European rivers contrasting in environment and demographic structure.

tAuthor to whom correspondence should be addressed at present address: Tel.: +33 561285568; fax:
+33 561285308; email: natacha.nikolic@toulouse.inra.fr
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SALMO SALAR MICROSATELLITE MARKERS FOR DIVERSITY 459

Genomic DNA was extracted from S. salar fin tissues and scales by heating
samples in 230 pl solution [proteinase K, TE (TrisEDTA) buffer and chelex] at
55° C several hours and then at 105° C for 15 min (Estoup et al., 1996; S. Launey,
pers. comm.). An economic approach, called the M13 method (Schuelke,
2000), was used to label DNA polymerase chain reaction (PCR) amplifications.
This method uses three primers: a forward primer with a M 13-specific tail at the
5" end, a specific reverse primer and a universal fluorescent-labelled M 13 primer.
As this method does not need the specific primer pairs to be prelabelled, it re-
duces the costs significantly. This method is as easy as a classical amplification
method and is flexible, enabling three or four fluorescent dyes to be used for
a set of markers. Several modifications to the original labelling protocol of
Schuelke (2000) were applied. PCR was carried out in a 10 ul reaction volume
containing 15 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0-1 uM forward primer, 0-15 uM
reverse primer, 0-15 pM M13-Fluo, 25-50 ng DNA and 0-5 U Taq DNA poly-
merase. The amplification conditions were as follows: an initial denaturation for
5 min at 94° C, then 4245 cycles for 30 s at 94° C, 30 s at Tm® C (annealing
temperature), 30 s at 72° C and to finish at a final synthesis for 30 min at 72°
C. For a sub-set of markers, primers had to be redefined to obtain satisfactory
results (Table I) using Primer 3 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/
primer3_www.cgi).

The assessment of a marker’s quality was based on technical and molecular
criteria, and level of genetic variability [allelic richness (A), observed (H,) and
expected (H.) heterozygosity and entropy (E); Table I]. First, 73 S. salar micro-
satellite markers were selected for high levels of polymorphism, diploidy, spac-
ing across genome (unpubl. data) and their use in the scientific literature or
projects from c. 850 markers in the database (King et al., 2001; Landry &
Bernatchez, 2001; Vasemégi et al., 2001; Tiira et al., 2003; Withler et al., 2005).
These 73 markers were tested on 367 wild adult anadromous S. salar from four
European rivers (L’Oir and Scorff in France, Shin and Spey in Scotland), and
37 markers were selected for their high quality of amplification, easy peak iden-
tification and high level of genetic variability. Finally, the efficiencies of these
markers to differentiate populations and to assign individuals to their river
were evaluated.

Most of the 37 markers had a large number of alleles per locus (A), ranging
from 5 to 41 alleles. In fact, 30 markers had at least 10 alleles, and eight
markers had 30 or more alleles in the sample. Allelic size range was larger than
mentioned in the Norwegian Salmon Genome Project’s database and varied
from 15 bp(Ssa86) to 119 bp (SsaD157). The mean H, in 367 individuals varied
from 0-37 to 0-93, and the mean within-population H, varied from 0-35 to 0-93.
These results are concordant with a previous study of 11 microsatellites
markers (King et al., 2005). Most markers (30) showed heterozygosities larger
than 0-70. The Shannon entropy index (E = — ) pilog p; where p;’s are allele
frequencies) provided the same ranking of markers, with 30 markers showing
large mean values between 1-5 and 3-0. Only three markers (Ssa86, BHMS179A
and BHMS304/1) had a lower diversity with respect to the three indicators
(H,, A and E). Exact tests of deviation from Hardy—Weinberg expectations
(HWE) were calculated using GENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset, 1995). Six
markers (Alu005, BHMS283, SSsp2216, BHMS259, BHMS217 and SsaD157)

© 2009 The Authors
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showed a significant deviation from HWE (P < 0-01) in only one or two pop-
ulations, and one marker (BHMS328) in three populations, suggesting that null
alleles might be segregating in these populations. Departures from neutrality
were detected with FDIST2 (Beaumont & Nichols, 1996) for markers BHMS235,
BHMS230, BHMS328 and SsaD157 (P < 0-01), which had the smallest Fgr values.

Previous studies showed little genetic divergence between S. salar populations,
a result that can be explained by the likely recent colonizations 8000—10 000 years
before present (Crossman & Mcallister, 1986; Stahl, 1987; Davidson et al., 1989;
Verspoor, 1997, King et al., 2001). Given the low level of differentiation among
the four populations examined (Fgr =~ 0-05), the value of the selected markers
was checked using factorial correspondence analysis (FCA) and a Bayesian
approach for detecting population structure (STRUCTURE; Pritchard et al.,
2000), which performs well at low levels of population differentiation (Latch
et al., 2006). In addition, the efficiency of the markers for assignment was tested.

Differentiation between the four populations was visualized by FCA in
GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al., 1996) with different numbers of markers (Fig. 1).
Differentiation between populations was estimated with Euclidian distances
between individuals and was calculated with the first four components of the
analysis with sets of 1-37 markers. For a given set, this provided the mean
within-population (Dyw) and mean between-population (Dg) distances between
individuals. The ratio Dg/Dy indicated the efficiency of the set of markers to
cluster individuals from the same population. The joint efficiency of markers is
shown in Fig. 2 for sets of 1-37 markers, where markers are sorted according
to decreasing efficiencies. This revealed the three classes of 10, 18 and 9 markers
with large, medium and low efficiency, respectively, and suggested a minimum of
25-28 markers to reach a nearly maximal differentiation. The unsupervised
Bayesian approach implemented in STRUCTURE revealed four clusters among
367 individuals. Using 10, 20, 28 or 37 markers, the most likely number of clus-
ters was always four, with high proportions of identity between the STRUC-
TURE clusters and the rivers (90, 93, 94 and 94%, respectively).

The power of markers to assign individuals to their populations was checked
using allelic frequencies in WHICHLOCI (Banks et al., 2003) and a maximum
likelihood algorithm in. WHICHLOCI employs an empirical method for deter-
mining which combination of loci most likely provides a predefined population
assignment power for individuals as well as statistical bounds on the perfor-
mance of any particular group of loci. The method, run with 200 000 itera-
tions, indicated that a minimal set of 28 markers was needed to assign any
individual to its population with 99% confidence (bold in Table I).

In parallel, assignment power was tested after randomly splitting the data set
into two equal parts. The first one was used to derive population-specific allele
frequencies, and then assignment probabilities to the four populations were
estimated for the remaining individuals. The proportions of correct assignment
were derived with 100 000 simulations for sets of 10, 20, 28 and 37 markers
(Fig. 2). These results indicated strong assignment efficiency with a plateau
at 98% for 28 markers or more, but a slightly lower value than that estimated
with WHICHLOCI.

The present set of 37 microsatellite markers showed high genetic quality and
can be used with confidence to study the genetic diversity and structure of

© 2009 The Authors
Journal compilation © 2009 The Fisheries Society of the British Isles, Journal of Fish Biology 2009, 74, 458—466

91
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Fic. 1. Factorial correspondence analysis (FCA) in three dimensions of four Salmo salar populations:
L’Oir (yellow), Scorff (blue), Spey (white) and Shin (grey) with 10 (a), 20 (b), 28 (c¢) and 37 (d)
microsatellite markers (sub-sets of markers as defined in Fig. 2).

S. salar populations. Nevertheless, two markers (BHMSI179A and BHMS304/1)
may be less informative, and one (BHMS328) should be used with caution.
Although the present results are based on samples from only four populations
in two European regions (France and Scotland), the large range of alleles de-
tected in the sample suggests that these markers may be informative for other
populations. The choice of optimal sub-sets of markers for individual classifi-
cation or for other questions may depend on the populations under study,
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but the number of available markers and their high information content will be
useful for many applications.
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U.K.) for providing support in the collection of scale and fin samples. Samples were
genotyped at the Toulouse Genopole Platform (http://www.genotoul.fr/).
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Ce paragraphe du manuscrit présente les résultats complémentaires du premier article
de cette thése intitulé « A set of 37 microsatellite DNA markers for genetic diversity and

structure analysis of Atlantic salmon (Salmo salar) populations ».

1.1. Erreur de génotypages

L’ensemble des génotypages a été effectué en prenant des témoins négatifs pour

estimer I’erreur de génotypage. Celle-ci s’est révélée faible (2.16%).

1.2. Tétraploidie

Au cours des lectures des 13 579 profils génotypiques, j’ai pu observer que certains
profils présentaient un nombre d’alléles supérieurs & 2. Avec 3 ou 4 alléles, ces profils tri- ou
tétra-alléliques pourraient provenir d’une simple contamination. Cependant, lorsque cette
polyploidie se retrouve sur un grand nombre d’individus pour un locus donné, on peut
supposer que, dans cette partie d’ADN amplifié, la polyploidisation ancestrale (duplication du
génome, voir chapitre 1) qui s’est produite chez les salmonidés, est toujours observable.
Lorsqu’on regarde les profils des marqueurs Alu005 (Figure Ill-1.a) et SSA0048NVH
(Figure 111-1.b), on peut distinguer deux zones d’amplifications, dont I’'une a une intensité
plus faible. Il semblerait que nous ayons amplifié deux zones pour ces locus. L’intensité plus
faible pourrait s’expliquer par des conditions d’hybridation moins strictes et/ou des mutations
au niveau de I’amorce. Nous avons pu également identifier une polyploidie sur plusieurs locus
chez un méme individu (cas de 4 individus de la riviere Spey et 1 individu de la riviére
Scorff). Il pourrait s’agir d’individus d’élevages (ou d’hybrides) dans lesquels des
modifications génétiques ont été pratiquées pour obtenir une plus grande croissance (I’énergie
perdue pour les gonades est allouée a la croissance) en leur conférant un profil triploide, les
rendant ainsi stériles. Cependant, les résultats obtenus sur nos profils ne nous permettent pas
de conclure sur ces hypothéses. Ces observations pourraient étre seulement le fruit de
contamination ou d’artefacts, lors de I’amplification. Un séquencage de ces profils est

nécessaire pour valider ou invalider ces hypotheses.

CHAPITRE Il — Résultats et Discussions

99



a) Marqueur Alu005
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b) Marqueur SSA0048/INVH
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Figure 111-1. Présence de plusieurs alléles pour le marqueur Alu005 (a) et SSA0048/INVH (BHMS304/1) (b) avec une distinction de deux zones
d’amplification pour chacun.
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1.3. Hardy-Weinberg

Lorsque nous continuons notre analyse sur le panel de 37 marqueurs microsatellites,
nous pouvons voir des différences par marqueurs et par populations. Comme mentionné dans
le premier article de cette these, trés peu de marqueurs ont été trouvés en déséquilibre Hardy-
Weinberg (HW) (P-value<5%) par le logiciel GENEPOP 3.4 (Raymond et Rousset 1995) sur

I’ensemble des 37 marqueurs (Table I11-1).

Population | Marqueur a I'écart HW P-value Total

Scorff 2005 | SSA0037NVH 0.0081 5
SSA0057NVH 0.0160
0.0376
SSOSL85 0.0405
SSSP2216 0.0231

Spey 2005 | ALUOOS 0.0472 5
SSA0062NVH 0.0322
0.0067
0.0190
0.0161

Shin 2005 0.0057 2
0.0099

Oir1988 | ALUOOS 0.0143 6
SSA007INVH 0.0216
SSA224 0.0183
0.0183
0.0363
SSOSL438 0.0328

Scorff 1988 | SSAO045NVH 0.0002 5
ISSACOECRVI o.0034
SSAOL0INVH 0.0295
SSA289 0.0313
SSSP2216 0.0037

Spey 1988 | SSAQ045NVH 0.0025 5
ISSACOEERVSIN 00021
SSAQ146NVH 0.0247
SSA0L52NVH 0.0057
0.0071

Shin 1992 0.0072 2
0.0014

Table I11-1. Marqueurs qui ne sont pas a I’équilibre Hardy-Weinberg (p<5%) par le logiciel
GENEPORP. Les couleurs servent seulement a identifier les mémes marqueurs dans différentes
populations.
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Parmi les marqueurs en déséquilibre HW, le marqueur SSA0086NVH (BHMS328) est

en desequilibre au sein de trois populations, en 2005 et en 1988. Méme si le logiciel MICRO-

CHECKER laisse sous-entendre que ceci est d0 a la présence d’alléles nuls, comme nous le

verrons ci-dessous, la lecture délicate des profils (Figure I11-2) nous oblige a rester vigilant

sur nos conclusions.
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Figure 111-2. Profil de lecture

du marqueur SSAO086NVH (BHMS328) par le logiciel

Genotyper 3.7 NT (Applied Biosystems).

Les résultats sur les calculs des alléles nuls, par le logiciel MICRO-CHECKER (Van

Oosterhout et al. 2004), laissent apparaitre un équilibre HW majoritaire sur I’ensemble de nos

populations. Seuls, quelques marqueurs semblent posséder des alléles nuls dans certaines

populations:
= Qir 2005 (SSA0149NVH)

; Oir 1988 (SSA0037NVH, SSA224).

= Scorff 2005 (SSA0086NVH, SSA202) ; Scorff 1988 (SSA0045NVH, SSA0086NVH,
SSA0101INVH, SSsp2216).

= Spey 2005 (Aucun);

Spey 1988 (Alu005, SSAQ0045NVH, SSA0065NVH,

SSA0086NVH, SSAD157).
= Shin 2005 (SSA0045NVH); Shin 1992 (SSA0062NVH, SSA0086NVH).
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1.4. Marqueurs sous sélection

Les locus qui montrent un niveau de différenciation génétique, anormalement bas ou
haut, sont souvent supposes étre soumis a la sélection naturelle (Beaumont et Nichols, 1996).
La différenciation peut étre quantifiée en utilisant le F-statistique (Fst) de Weir et Cockerham
(1993). Pour une gamme de structure et d’histoire démographique des populations, la
distribution du Fst est fortement liée a I'hétérozygotie a un locus. La méthode FDIST2
(Beaumont et Nichols, 1996) permet l'identification de locus supposés sous sélection.
Comme il est mentionné au sein du premier article, lorsqu’on se place autour de la médiane
Fst entre 1 et 99%, 4 marqueurs présentent des niveaux de Fst trop faibles (Figure I11-3b).
Lorsqu’on se place a 95%, deux marqueurs supplémentaires (SSA289 et SSA171) se
retrouvent avec des valeurs de Fst trop élevées (Figure 111-3a). Néanmoins, a la lecture des
autres analyses, il semblerait que seul le marqueur BHMS328 (SSA0086NVH) pourrait étre

considéré comme un margueur non neutre, ce qui nécessiterait de I’utiliser avec précaution.
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(a) et 99% (b) sont délimités par rapport au Fst médian attendu sous un modeéle en Tle.

qui donnent une taille de séquence entre 77-126pb. Les articles mentionnant des tailles

supérieures a 200 n’utilisent pas les amorces définies par ces auteurs mais celles modifiées

1.5. Précisions sur le marqueur SSA202

Les amorces utilisées pour le marqueur SSA202 sont celles d’O’Reilly et al (1996),

par Withler et al (2005) (Figure 111-4).

Figure 111-4. Séquence Fasta du marqueur U43695 (SSA202) avec les amorces modifiées

CACCAACCCTGGTTTTATATATAGCTTGGAATATCTAGAATATGGCTTAGACACAAATCAGGGAACTTGA
CCATTTCTCTGTCCTGTGTGTCCAGGGTCGTGTGGAGGTGGAGTTTGGTAAAGAGGCTCTGAGGTTTGAG
AACGGNCGTTCGCTACTACGGGGTGCCTGCCATCATGCCCACAGGTAACTGGCTCAACTCACACACTCAC
TCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTCACTTCACT
CACTCACTCACTCACGCAACATTAACACATGAATATAGAGAAACAGCCTGTGCACACATTACAA

selon Withler et al (2005).
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Résumé

La taille efficace d’une population est un parameétre important en conservation et en gestion
des espéces, car elle reflete le niveau de diversité génétique, de consanguinité et de fixation
des alléles délétéres. Bien que plusieurs études aient démontré I'efficacité des modeéles
utilisant la généalogie, I’évaluation de leurs limites et de leurs potentialités par des études
comparatives, a partir de données réelles, sont trop peu nombreuses.

Dans cette étude, nous avons estimé la sensibilité d’estimateurs basés sur les modeles de
coalescence en utilisant des données réelles trés différentes, notamment en termes d’effectif
réel et efficace. Il s’agit de quatre populations européennes de Saumon atlantique sauvage et
anadrome (Salmo salar L.) qui sont suivies et intégrées dans des programmes de conservation:
I’Oir et le Scorff, dans le Nord-Ouest de la France, ainsi que la Spey et la Shin dans le Nord-
Est de I'Ecosse. Nous avons débuté notre étude par des analyses classiques en génétique des
populations afin de mieux connaitre ces populations. Pour cela, nous avons pratiqué des
génotypages sur 37 marqueurs ADN microsatellites trés polymorphes. Nous avons ensuite
estimé leur taille efficace au moyen de trois méthodes de coalescence qui utilisent, pour deux
d’entre elles, un échantillon et, pour la troisieme, deux échantillons. Les premieres analyses
suggérent que les populations proviennent d'un ancétre commun, démontrant qu’elles
possedent une grande variabilité génétique, un faible flux génique et ayant fait I'objet d'un
goulot d’étranglement récent. Pour comprendre la forte diversité génétique au sein des petites
populations, nous avons développé un nouveau modele de prédiction de diversité génétique
actuelle, en fonction de I’histoire démographique de la population. Ce modele suggére que
cette forte variabilité ne peut étre d0 au faible flux génique observé mais parce que ces
populations ont diminuée trés récemment.

Pour ce qui concerne les analyses comparatives sur les tailles efficaces, celles-ci confirment la
sensibilité des modéles vis-a-vis du nombre de marqueurs utilisés, de leur polymorphisme et
des parameétres de [I'histoire de vie des populations. Nous avons pu constater que les
introductions artificielles avaient un impact sur ces estimateurs qui négligent la migration.
Pour finir, nous discutons dans cet article de I’application de ces estimateurs au sein des futurs

programmes de conservation du Saumon.
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in Atlantic salmon populations.
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Running title:
Genetic diversity and effective size in Atlantic salmon

This paper presents the study of two important parameters in the conservation and management of
endangered species, genetic diversity and effective population size (No), in wild Atlantic salmon.

We developed a new model predicting present diversity as a function of past demographic history.
This model suggested that the high genetic diversity observed in wild anadromous European Atlantic
salmon (Salmo salar L.) populations with low effective sizes could be explained by a recent bottleneck
rather than by the only effect of gene flow.

Comparative studies on real data that gauge the relative accuracy of No methods are few and a better
understanding of limitations and potentials of No estimators is needed. Previous studies demonstrated
the efficiency of coalescence models. Using nine subsets from 37 microsatellite DNA markers and
four salmon populations of different sizes, we compared three coalescence estimators based on single
and dual samples. Comparing No estimates confirmed the efficiency of increasing the number and
variability of microsatellite markers. This efficiency was more accentuated on small populations
except for one method. Analysis with low number of neutral markers presenting uneven distributions
of allelic frequencies overestimated short-term No. In addition we revealed the incidence of Bayesian
priors and of artificial stock enhancement using native and non-native origin. Estimates of No are
proposed for the four populations, and their applications discussed for conservation and management
issues.

Keywords: Coalescence, genetic diversity, effective size, microsatellite markers, Salmo salar.
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1. Introduction

The concept of effective population size (No) was introduced by Wright (1931, 1938), and
can be defined as the number of breeding individuals in an idealized population that would
show the same amount of variation of allele frequencies under random genetic drift. This
parameter is usually smaller than the absolute population size. It is a key parameter in
conservation and management because it affects the degree to which a population can respond
to selection. No influences the rate of loss of genetic diversity, the rate of fixation of
deleterious alleles and the efficiency of natural selection at maintaining beneficial alleles
(Berthier et al. 2002). If No declines too far, the loss of genetic variation resulting from
genetic drift may put species or populations at risk of extinction by losing the raw material on
which selection can operate.

Demographic data from mating systems or genetic data can be used to infer No. Unfortunately
demographic data are generally difficult to collect in many wild populations and life-history
information is often unavailable with sufficient precision to make a good estimate of No
(Frankham 1995). Genetic methods are more widely used. They are increasingly being
developed by applying polymorphic molecular markers to resolve taxonomic problems and
describe evolutionary and demographic history of species and populations. Currently, many
different methods are available to infer No from genetic data in one or multiple samples. The
most widely used estimator consists of measuring the variance of allele frequencies between
generations (Tallmon et al. 2004). However, several studies noted that it is often biased
towards high values (Luikart et al. 1999; Wang 2001; Berthier et al. 2002). Phylogenetic
methods are more efficient than nonphylogenetic methods (Felsenstein 1992), primarily due
to additional information provided by the tree structure. Genealogical modelling has greatly
facilitated the estimation of demographic and mutational parameters using length variants
microsatellite data (Chakraborty and Kimmel 1999; Feldman et al. 1999; King et al. 2000 by
Storz and Beaumont 2002). In the past, most studies of genetic variation had used protein
electrophoresis (Guyomard 1994). However protein polymorphism has a limited potential for
discrimination (Norris et al. 1999).

In this paper we focus on highly variable microsatellite loci due to their power to detect
genetic structures within and among populations. Furthermore their assumed neutrality avoids
the effects of selection, and allows the standard coalescence model to be used to estimate
effective population sizes from the distribution of allelic frequencies. Effects of migration are
integrated in some models but make the estimation more complicated. In the framework of the
coalescence approach, a tree linking the alleles up to their common ancestor describes the
relationships among alleles. A coalescence event appears each time two lineages in the tree
join into a common ancestor, and the intervals between such events have a distribution that
depends on No (Kuhner et al. 1995). The usual approach for estimating this parameter is to
compare statistics calculated from empirical datasets with a distribution generated by Monte
Carlo simulations of the coalescent process (Balding and Wilson 1998; Storz and Beaumont
2002).

Here we compare estimates of No based on the coalescence model, and the performances of
such methods based either on a single sample (MSVAR and DiyABC) or on two samples
(TM3). Hence, we also compare a likelihood approach (TM3 and MSVAR) and Approximate
Bayesian Computation (DiyABC). Comparative studies on real data that gauge the relative
performances of No methods are few. Salmonids are an ideal species for assessing population
structure’s influence on No estimations. They show a propensity for structuring into
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genetically distinct populations due to the combined effects of their rearing habitat and their
homing behaviour (Stabell 1984). Here we use four wild anadromous (i.e. adults migrate from
the sea to breed in freshwater) European Atlantic salmon populations from north-west France
(Rivers Oir and Scorff) and north-east Scotland (Rivers Spey and Shin). Atlantic salmon are
subject to many pressures in Europe, including physical barriers to migration, exploitation by
net and rod fisheries, pollution, the introduction of non-native salmon stocks, physical
degradation of spawning and nursery habitat, and increased marine mortality. During the last
30 years, the decline of wild salmon on both sides of the North Atlantic (Parrish et al. 1998;
Jonsson and Jonsson 2004) has affected populations to differing degrees (Hawkins 2000). The
four populations studied are pressured by different factors and are therefore subject to varying
conservation and management strategies. Because their characteristics are well understood
(Bagliniére and Champigneulle 1986; Bagliniére et al. 2005; Butler 2004; Butler et al. 2008),
and they have large differences in abundance, they provide a useful opportunity to design
tools for estimating No.

For each population, fish from two samples have been genotyped with 37 microsatellite
markers chosen for their high genetic quality (Nikolic et al. 2009). Based on a general
analysis of their present genetic variability and structure, and on different subsets of markers,
this paper provides an overview on the performance and sensitivity of three different
estimators of No applied to declining populations of different sizes.

2. Materials and methods
2.1 Current status and management

Atlantic salmon provide highly valued ecosystem services. They support rod and net fisheries
(e.g. Butler et al. 2009), and provide source stock for an aquaculture industry that produces
over a hundred million Atlantic salmon, and whose biomass already exceeds that of wild
populations (Gross 1998). However, wild Atlantic salmon are considered an endangered
species. As a consequence of contracting range, a decline in abundance and the modification
of demographic structure of adult populations (Anonymous 2001, 2003; Caron and Fontaine
2003), the species has been placed on the Red List of threatened species in Europe (Porcher
and Bagliniére 2001). Recent studies (e.g. McGinnity et al. 2003; Finnegan and Stevens 2008)
have shown that the introduction of non-native salmon stocks can result in the alteration of
genetic structure of the recipient populations, posing another potential threat to population
fitness.

Atlantic salmon conservation and management is complicated by the species’ life history.
Juvenile salmon spend 1-4 years in freshwater depending on the growth conditions and the
latitudinal position of the river (Bagliniére 1976). They then migrate to the ocean and return
as adults to spawn after 1 year (‘grilse’) or multiple years (‘Multi-sea winter’ or MSW)
(Klemetsen et al. 2003). The Atlantic salmon is a good example of a highly migratory species
with complex spatial and temporal patterns demonstrating significant local adaptations
(Taylor 1991), homing behaviour (Hansen and Johnsson 1994; Saglio 1994) and reproductive
strategies (Fleming 1996).
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Figure 1. Geographic locations of the four wild Atlantic salmon populations: Rivers Oir and Scorff in north-west
France and the Rivers Shin and Spey in north-east Scotland.

Table 1 shows the differences in habitat, population size, fishery pressure and conservation
and management regimes for the QOir, Scorff, Spey and Shin. The Scorff, Shin and Spey are
coastal catchments while the Oir is an estuarine tributary of the river Sélune and the most
productive area for salmon within the Sélune catchment. Salmon in the Spey are little affected
by artificial barriers to migration whereas the Oir, Scorff and Shin are more affected. While
water quality in the Oir and Scorff is impacted by human pressures (mainly agricultural
practices and urban run-off in the estuaries), quality in the Spey and Shin is not acutely
affected by anthropogenic activities. The Spey and Shin juvenile populations predominately
migrate to sea after 2-4 years, and returning adults include both grilse and MSW fish. In the
Oir and Scorff most juveniles migrate after 1 year, and most returning adults are grilse.
Exploitation rates by net and rod fisheries are low (10-20%) for the Shin and Spey, but high
(30-50%) for the Oir and Scorff. According to the International Union for the Conservation of
Nature’s (IUCN 1994) classification of conservation status, the Spey and Shin populations are
of “‘minor concern’ while the Oir and Scorff populations are “vulnerable’.
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River Oir Scorff Shin Spey
Mean annual water temperature fluctuates (°C) 3-19 5-20 1-17 1-20
Drought year 1976. 2003 1976. 2003 1976. 2003 1976. 2003
Catchment area (km?) 87 480 494.6 3000
Streamflow (m3/s) 0.86 5 15.2 65

River length (km) 19.5 75 27.2 172
Slope (%) 11 3.6 NA 22

Soil type Schiste and granite Schiste and granite Schiste and gneiss Schiste and gneiss
Recent pH 7.1-7.8 7 6-7 6-9
Recent Nitrate concentrations (mg/l) High : 30 18.4 12.5 27
Number of major artificial barriers 2 16 2 3

Adult salmon population structure 2005 Grilse (90%) Grilse (90%) MSW and grilse MSW and grilse
Adult salmon population structure 1988 (1992 for Grilse MSW and grilse MSW and grilse MSW and grilse
Shin)

Approximate adult population size 2005 130 1000 3000 <60 000*
Approximate adult population size 1988 (1992 for 230-260 NA 2000 - 4000 <60 000*

Shin)

Conservation and management policies

1976 Plan Saumon

1976 Plan Saumon

1986 Salmon Act

1986 Salmon Act, 1999 EU
Habitats Directive Special
Area of Conservation

Conservation status (IUCN 1994)

Vulnerable

Vulnerable

Minor concern

Minor concern

Coastal net fisheries

Present

Present

Present but declining

Present but negligible effect

River rod fisheries

March-July (extension possible until

October)

March-July (extension possible

until October)

11 January-30 September

11 February-30 September

Estimated total exploitation rates

30% - 50%

30% - 50%

10-20%

10-20%

Non-native stock enhancement programs

Introduction of Sélune smolts ,

1990s

Non-native juveniles of unknown
Scottish source 1973-1979

Some fish farm escapees

Some fish farm escapees

Introduction of native salmon stocks

None

None

Native juveniles introduced
to mitigate hydroelectricity
dam impacts since 1950s.

Native juveniles introduced
since 1970s.

Tablel. Biotic and abiotic characteristics of the four studied salmon populations and their catchments.
* Spey samples were taken from an upper catchment sub-stock of unknown size, estimated to be less than the minimum total adult population

NA = not available
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There is a history of stock enhancement in all of the rivers. Hatchery-reared juvenile salmon
of unknown Scottish origin have been planted in the Scorff during 1973-1979 (Bagliniére
1979). In the Oir, some returning adults might have originated from hatchery-reared smolts
sourced from native Sélune broodstock in the 1990s. In the Spey, native wild broodstock have
been used to source ova and juveniles for enhancing production in areas above impassable
obstacles since the 1970s. In the Shin, a hatchery program was established to mitigate the
effects of the installation of hydro-electricity dams in the 1950s, based on native broodstock.
Escaped farmed salmon occasionally enter the Spey and Shin in small numbers.

The Spey supports one of the largest Atlantic salmon populations in Scotland, with at least 60
000 adults entering the river annually (Butler 2004). Because of the relatively pristine nature
of the river’s habitat, and the status of the salmon population, the Spey was designated a
Special Area of Conservation under the EU Habitats Directive (Council Directive 92.43/EEC)
in 1999, with Atlantic salmon as a qualifying species. The objectives of SACs are to avoid
deterioration of the habitats of qualifying species or significant disturbance to those species,
ensuring that the integrity of the site is maintained and it achieves favourable conservation
status of the qualifying features (Anonymous 2000).

2.2 Samples and DNA Extraction

A total of 367 wild adult anadromous Atlantic salmon were sampled during the spawning
migration in 2005 and 1988 for the Scorff, Oir and Spey, and in 2005 and 1992 for the Shin.
For the Scorff, Oir and Shin it was assumed that the samples were representative of the annual
adult spawning populations, which are small (100-4000 fish; Tab. 1). However, in the Spey
samples were taken from the upper catchment, where spring-running fish are known to
originate (Laughton 1991). Larger populations in rivers such as the Spey are known to contain
genetically-distinct population units (‘sub-stocks’) which differ in the timing of their return
migration (Stewart et al. 2002; Jordan et al. 2005). Consequently it was assumed that the Spey
samples were taken from a sub-stock of spring-running fish of unknown size, but of less than
60 000. In all rivers the individuals came from the same cohort (Tab. 2) to avoid biases in
effective population sizes (Jorde and Ryman 1996).

Sample sizes from each river ranged between 89-96 individuals. Pectoral or caudal fin clips
were conserved in 95% ethanol, and scale samples were placed and dried in paper envelopes.
All samples were kept at ambient temperature. Genomic DNA from fin and scale samples was
extracted by boiling samples in 230 pl solution (proteinase K, TE buffer (trissEDTA) and
chelex) at 55°C for several hours, with a final period of 105°C for 15 minutes (Estoup et al.
1996; S. Launey personal communication). After one night at 4°C, the supernatant was
diluted in 200 pl of chelex and then stored at -20°C.

2.3 Genotyping

In the present study, a set of 37 salmon microsatellite loci from the Salmon Genome project
(http://www.salmongenome.no/cgi-bin/sgp.cgi) previously identified by Nikolic et al. (2009)
were screened in all the individuals with the M13 labelling method (Schuelke 2000).
Polymerase Chain Reaction (PCR) for all 367 individuals was handled in 10 pl within a 384
plate (TECAN 200): 1.5 mM MgCI2, 200 uM dNTPs, 0.1 puM forward primer, 0.15 pM
reverse primer, 0.15 puM of M13-Fluo, 25-50 ng DNA and 0.5 U Taqg DNA polymerase.
Precisions on the primers and amplification conditions for each marker are given in Nikolic et
al. (2009). A 2 pul volume of PCR product was added to 8 pl of deionized formamide and the
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internal size standard GENESCAN-400HD Rox (Applied Biosystems). Individual genotypes
were obtained using ABI 3730 multi-capillary sequencer. Fluorescent DNA fragments size
data were labelled by Genescan Analysis Software v3.7 (Applied Biosystems) to assign
individuals by Genotyper 3.7 NT software (Applied Biosystems). From 10 random replicates
we evaluated genotyping error as relatively common (2.16%). From the initial set of 37
microsatellite markers, subsets of 28, 20, 10 and 5 markers have been selected according to
their highest (H+ subsets) or lowest (H- subsets) observed heterozygosity, as estimated from
the 367 individuals (Nikolic et al. 2009).

2.4 Genetic diversity and structure

The genetic structure of the populations was assessed from the complete genotypic dataset
involving the 37 markers. Genetic diversity parameters were estimated using Genetix software
version 4.05.2 (Belkhir et al. 1998) and GenAlEx 6 software (Peakall and Smouse 2006).
Mean number of alleles per locus, actual heterozygosity and unbiased expected
heterozygosity were calculated using the Hardy-Weinberg equilibrium (Nall, Hobs, Hnb and
Hexp respectively). The inbreeding coefficient F;s per population was estimated with 10 000
bootstraps by Generix software. Genetic differentiation was estimated with Rsr (Slatkin 1995)
by GenAlEx software and with Fsr according to Weir and Cockerham (1984) by Fstat 2.9.4
software (Goudet 1995). Statistical significance was calculated from 10 000 permutations.
Genetic distances (Nei 1978) were derived from allele frequencies. Ninety-five percent
confidence intervals of the mean Fsr Fis and Fir estimates were obtained by bootstrapping
(1000 replicates) over loci by Genetix software.

Partition of genetic variance by Euclidean genetic distances among and within populations
was calculated according to AMOVA (Analysis of Molecular Variance) resulting in Rsr
estimations by 9999 permutations. The repartition of individual populations was graphically
represented using Factorial Corresponding Analysis (FCA) with GENETIX software. Exact
tests of departure from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) within samples were conducted
using GENEPOP v3.4 software (http://genepop.curtin.edu.au/index.html, Raymond and
Rousset 1995).

Average effective numbers of migrants per generation (Nm) were derived using the four
salmon populations sampled in 2005 and 1988/1992 by applying the private allele method
(Barton and Slatkin 1986) using GENEPOP v3.4 (Raymond and Rousset 1995), and from Fsr
according to the relationship Nm=(1- Fsr )/(4* Fsr) using GENETIX v 4.03. To have a better
idea of the migration rate per population, we used IM (Nielsen and Wakeley 2001) between
the populations of the same continent with 500 000 burning steps and 5000 000 records
period. Genetic assignment was performed using a Bayesian method (Rannala and Mountain
1997) as in GENECLASS 2.0 (Piry et al. 2004), and using the STRUCTURE software
(Pritchard et al. 2000) with 20 000 iterations and a burn-in of 5000. All individuals were
given a probability of being a resident of each river.

2.5 Genetic diversity under variable population size

We developed a coalescent model to estimate the final genetic diversity when population size
has undergone changes in the past called DemoDivMS. Based on the stepwise mutation
model, the method allows the present diversity at a microsatellite marker locus to be predicted
as a function of present and past population size and of the mutation rate. Analytical
calculations provide the expected frequency of pairs of alleles that are alike (i.e. the expected
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homozygosity at the locus) and the frequencies of pairs of alleles with any given difference of
the numbers of the microsatellite motif (Chevalet and Nikolic, in preparation). The program is
available at https://qgp.jouy.inra.fr/.

For the smaller populations (Oir and Scorff), we simulated the evolution of small populations
(200-1000 individuals), derived from a larger population (10 000-50 000 effective size) 2000
to 4000 generations ago. We built a scenario in three steps assuming known ancestral and
present effective sizes. Between the origin and the present time, we considered the occurrence
of a bottleneck and checked various values of the effective sizes before and during the
bottleneck, and of the times when population size changed. We assumed the Single Step
Mutation model and a mutation rate of 3.10-4 and 9.10-4.

2.6 Estimation of effective population sizes

Present (No) and past effective population sizes (Na) were evaluated with different available
approaches. General features concerning the evolutionary scenarios were derived using the
complete set of 37 markers.

Specific estimations of effective population size were run with this complete markers set in
order to evaluate the dependency of results on the available genetic information.

2.6.1 Evolutionary scenarios

Past evolution of populations was analysed using four algorithms and the 37 available
markers using LAMARC (version 2.1, http://evolution.gs.washington.edu/lamarc, Kuhner
2006), MSVAR (Beaumont 1999), BOTTLENECK (Piry et al. 1999) and DiyABC (Cornuet
et al. 2008). The average mutation rate over loci (u), ancestral time (Tf) and ancestral effective
population size (Na) were estimated using MSVAR, running 2x1077 steps per MCMC chain
and DiyABC with 500 000 simulations. LAMARC was run only with the set of 37 markers to
derive the growth rate (g) and provide the global evolution of populations (growing if g is
positive, shrinking if g is negative). The g was determined by running 10 initial chains of
1000 steps each, discarding the first 500 and for 2 final chains of 10 000 steps discarding the
first 1000. The recent effective size decline was tested using BOTTLENECK with the Two
Phase Step Mutation model with 10 000 iterations. Evolutionary scenarios were compared
using DiyABC software to derive the most likely outcomes.

2.6.2 Short-term No using the temporal method

In each population a temporal method was used to estimate the harmonic mean of No between
samples. The method was based on short-term allelic frequency changes between sampling
periods (Oir, Scorff and Spey 1988 versus 2005; Shin 1992 versus 2005). Four generations
were assumed to have elapsed between the 1988 and 2005 samples, and three generations
between the 1992 and 2005 samples. The TM3 temporal method (Berthier et al. 2002) was
chosen for its higher efficiency compared to the classical F-statistic estimator (Nei and Tajima
1981; Waples 1989), because it shows a narrower credible interval and greater accuracy when
genetic drift is strong (Berthier et al. 2002). The method was run using the 8 subsets of
markers and all the 37 markers with 500 000 iterations. Bayesian priors on the maximum size
were based on demographic population data.

2.6.3 Long-term No
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Two methods, DiyABC and MSVAR were used to assess the long-term effective size from
the distribution of alleles. For each population, both samples (1988/1992 and 2005) were
analysed separately. DiyABC is an Approximate Bayesian Computation (ABC) which
simulates data sets from priors, and then only data sets that are closest to the observed set are
retained. The parameter values used to simulate these selected data provide an approximate
posterior distribution by local linear regression. A second difference is the simulation of
coalescence. Traditional it has been assumed that No is large enough to discount the
probability that two or more coalescence events occurred in the same generation. However,
population size can be very small and multiple coalescence events can occur in the same
generation. The alternative is to reconstruct the lineages one generation at a time. DiyABC
swaps between these two algorithms according to No. The last algorithm is taken when the
effective size is very small or when the first algorithm overestimates the number of lineages
(Cornuet et al. 2008).

MSVAR version 1.3 was run assuming a linear trend of population size, and setting as prior a
starting value compatible with demographic data. We assumed linear evolution because the
average changes in population over long periods are more likely to be linear than exponential
(Beaumont 1999). As for TM3, a Bayesian prior was set on the maximum size for DiyABC.
Also, a No of 50 000 (which could represent a maximum ancestral size) was set for all four
populations in order to evaluate the influence of prior information on posterior distributions.

3. Results

3.1 Genetic diversity and structure

1 18

I Hexp

09T T 16 =—=Hnb
- C——Hobs
0,8 + . : L -
. T . - S . | + 14 —@= Nall
071 +’3:~ 5 N g g i 5 5
\ ° L4 ..~ L .." . . 7712
. L . : . . .

| +10

Heterozygosity
o o o o
w S (%)) (o2}
} }
Mean

o
N
L
+

01+ T2

QOir QOirg8 Scorff Scorff88 Shin Shin92 Spey Spey88
Populations

Figure 2. Genetic diversity of the four salmon populations. Expected heterozygosity under equilibrium
conditions (Hexp), unbiased expected heterozygosity (Hnb), observed heterozygosity (Hobs) and mean numbers
of alleles per locus (Nall) for each population sampling in 2005 (Oir, Scorff, Shin and Spey) and previously
(Oir88, Scorff88, Spey88 and Shin92) (bars represent + standard deviation).

CHAPITRE 11l — Résultats et Discussions

121



Average numbers of alleles per locus (Nall) and observed heterozygosity (Hobs) across the
four Atlantic salmon populations for the two sampling periods (1988/1992 and 2005), ranged
from 11.0 (Oir in 1988 and Scorff in 1988) to 14.9 (Spey in 1988), and from 0.76 (Scorff) to
0.82 (Spey) respectively (Fig. 2). Nall was stable for Spey, increased for the Oir and Scorff
and decreased for the Shin (Fig. 2). Expected heterozygosity under equilibrium conditions
(Hexp) and its unbiased estimate (Hnb) were very close to Hobs in all samples. Hobs levels
across the 37 microsatellites markers were very high with a maximum at 0.93 (SsaD144,
BHMS331 and BHMS230) (Nikolic et al. 2009).

Few loci showed a significant deviation from Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) (Tab. 2)
with no significant difference between 1988/92 and 2005. These populations seem in Hardy-
Weinberg equilibrium.

Inbreeding coefficient (F;s) according to Weir and Cockerham (1984) quantified the
difference between Hobs and Hexp and evaluated the reduction of heterozygosity due to
nonpanmictic reproduction. F;s was very low in all populations (Tab. 2) with the highest
values for the Shin in 2005 and the Oir in 1988. The genetic differentiations (Rsr and Fsr)
between samples were significant (p<0.05) only for the Scorff with the highest values (0.022
and 0.009), indicating that this population underwent a significant genetic change during this
period (Appendix A). The lowest values between samples were found for the Shin (0 and
0.001) (Appendix A). Similar trends were observed with Nei distance. We have not presented
the pairwise Rsr in Appendix A because they were of similar magnitude to the Fst. An
AMOVA (based on Euclidean Rsr distances) across the four populations for the two sampling
times revealed that the largest proportion of variation (90%) was found within populations.
AMOVA between samples from the same populations showed the highest variance (2%) for
the Scorff and lowest (0%) for the Shin, while the Oir and Spey were 1%.

The pairwise Nm derived from the private allele method of Barton and Slatkin (1986) were
lower than the pairwise from Fsr of Weir and Cockerham (1984) (Appendix B) with the
highest (8.07) between Spey 1988 and Scorff 1988. The migration rates by IM were at
0.0030 and 0.0038 for Oir, 0.0047 and 0.038 for Scorff, 0.0026 and 0.0025 for Shin and 0.005
and 0.0067 for Spey respectively in 2005 and past samples. Four individuals were assigned
outside their population of origin with GENECLASS 2.0: two from the Oir in 2005 were
assigned to the Scorff 2005 population, one individual from the Oir in 1988 was assigned to
the Spey 1988 population, and one individual from the Scorff in 1988 was assigned to the
Spey 1988 population. These four migrants were evident in the Factorial Correspondence
Analysis (Fig. 3). All identified migrants were males.

In spite of the low Fsr values, the clear structure shown in Fig. 3 was confirmed when using
the unsupervised Bayesian approach implemented in STRUCTURE. The set of 367
individuals was clearly split into four clusters. indicating the presence of mixed stock
introduction in the Oir 2005 sample and non-native introduction in the 1988 Scorff sample,
which was absent in the 2005 sample.

CHAPITRE 11l — Résultats et Discussions

122



Rivers Oir Scorff Shin Spey Oir Scorff Shin Spey
Names (Fig. 5) Qir88 Scorff88 Shin92 Spey88 Oir Scorff Shin Spey
Sampling year 1988 1988 1992 1988 2005 2005 2005 2005

Cohort year 1985 1985 1989 1985 2003 2003 2003 2003
Adults sampled 47 45 48 48 48 48 41 42
FIS 0.014 0.047 -0.005 0.038 0.003 0.001 0.005 0.001
95% interval [-0.022-0.024] [-0.006-0.058] [-0.038-0.006] [-0.003-0.049] [-0.033-0.017] [-0.035-0.015] [-0.033-0.016] [ [-0.030-0.006]
Number of Locus not in HWE 6 5 2 5 5 5 2 4
Mean FIS 0.021 0.001
95% interval [0.005-0.037] [-0.012-0.014]
Mean FST 0.055 0.049
95% interval [0.048-0.063] [0.043-0.055]
Mean FIT 0.075 0.050
95% interval [0.059-0.091] [0.038-0.062]
Nm 3.58 3.43
Na (a) 49015 54883 47941 54780 50106 64152 54682 64416
95% interval [8201-296625] [9230-328417] [8000-279413] [9099-330348] [8510-293430] [10595-386467] | [9273-321886] | [9912-372382]
Na (b) 18186 29643 18776 14500 29995 27235 29995 13371
95% interval [4926-35466] [910-39664] [798-42136] [2404-40061] [6547-35247] [826-40713] [942-39172] [1963-42608]
Tf (a) 10038 11475 7945 19374 6243 10985 7717 14245
95% interval [1580-65963] [1852-73502] [1275-50047] [2387-196931] [1014-39214] [1588-79286] [1245-49084] | [1982-121566]
Tf (b) 12876 13652
95% interval [1076-29448] [1252-31704]
Growth rate (g) -307 -127 -247 -251 -284 -234 -209 -236
No (a) 501 831 598 12503 383 689 304 7344
95% interval [63-3767] [113-5899] [81-4384] [1940-80556] [51-2968] [81-5549] [36-2468] [1076-50364]
No (b) 45 1165 1840 9596 100 1174 1842 9417
95% interval [1-485] [100-1798] [140-3758] [958-18052] [12-661] [102-1791] [144-3764] [963-18049]
Populations 0ir88/2005 Scorff88/2005 Shin92/2005 Spey88/2005
No (c) 196 212 3424 10082
95% interval [135-283] [152-322] [1237-4833] [548-19045]

Table 2. Demographic and genetic parameters of the four studied salmon populations.
(FIS. FST. FIT) Wright’s F-statistics.

(Nm) Number of migrants per generation with the private allele method of Barton and Slatkin (1986).

(Na) Estimation of median ancestral population size with the interval at 95%.
(Tf) Estimation of time (in years) since population started to decline with the interval at 95%.
(No) Estimation of median current population size with the interval at 95%.
(a) MSVAR method; (b) DiyABC method; (c) TM3 method.
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Figure 3. Factorial Correspondence Analysis of 367 wild salmon from the four populations (GENETIX software

version 4.05.2, Belkhir et al. 1998). The doped circles represent the migrants found by GENECLASS 2.0 (Piry et
al. 2004).

3.3 Genetic diversity under variable population size

Using our calculation of the expected evolution of diversity under variable population size
(section 2.5), the high diversity observed in the smaller populations (79-81% for Qir and 76-
80% for Scorff) can be qualitatively explained by a recent bottleneck, 25-100 generations ago,
assuming an effective size of 2500-5000 before the bottleneck. Even if the results on
differentiation and assignment showed that the migration is not strong, we checked its impact
on smaller populations from IM values (0.004 and 0.005). Accounting for possible migration
was simulated by increasing the mutation rate and suggested an older bottleneck. It also
indicated that the high observed genetic variability (>76%) could not be maintained by gene

flow in the smallest population (N=200). This suggested that this population derived from a
larger one that underwent a recent bottleneck.

3.4 Estimators of effective population sizes

3.4.1 Evolutionary scenarios

Average mutation rates for the 37 microsatellites were estimated at 3.10* by MSVAR and
slightly higher by DiyABC at 9.10™. The first result is concordant with previous studies on
Salmo salar by O’Reilly et al. (1998). A negative posterior distribution of log10(r) values
(with r equal No/Na) was revealed by MSVAR 0.4 and a negative growth rate (g) for overall
populations by Lamarc software, which is consistent with a decline in effective sizes (Tab. 2).
The various tests of heterozygosity deficit proposed in BOTTLENECK (Sign test and

Wilcoxon test, TPM model) suggested a significant departure from constant population size in
all populations.
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Given an assumed generation time of 3-4 years, the estimated time since decline (Tf) ranged
from 8000 to 20 000 years ago according to MSVAR 1.3, and around 13 000 years ago
according to DiyABC. This was consistent for the four populations and for both sampling
times (Tab. 2). The ancestral population size (Na) values calculated by MSVAR 1.2 were
approximately the same for all populations (approximately 50 000 individuals) suggesting a
common ancestor. DiyABC revealed a smaller ancestral population size of 13 000-30 000
(Tab. 2) and two equally likely scenarios in which the populations were separated from a
common ancestor by a star or cascade process from the southern (Scorff) to the northern
population (Shin).

3.4.2 Markers’ number and heterozygosity variation

An increase in the markers’ number and polymorphism led to a decrease in the variance of
posterior distribution of No estimates in almost all methods. While clearly shown for all
populations with the MSVAR method, this phenomenon was less visible using TM3 and
DiyABC methods for larger populations, and was absent for the Spey, the largest (C and D,
Fig. 5 and 6).
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Figure 4. Effects of numbers and polymorphism of markers on the posterior distribution of Log10(No), with No
the effective population size, for river Oir (2005 sampling), according to MSVAR. Curves in grey refer to the
eight subsets of markers, according to their lower (-) or higher (+) heterozygosity (H), (5H-, 5H+, 10H-, 10H+,
20H-, 20H+, 28H-, 28H+). The curve in black refers to the full set of 37 markers. Similar results were obtained
with other samples and rivers.

Using MSVAR (Fig. 4) the same trend was observed for the four rivers, showing an increase
of mean values and a decrease of variances when the number and polymorphism of markers
was increased. In contrast, the DiyABC (Fig. 6) and TM3 (Fig. 5) methods provided
unexpected profiles with the subsets of five and ten loci (5mH-, 5mH+, 10mH-, 10mH+) for
the Oir and Scorff. With these marker subsets both methods generated large estimates of
population size for the Oir (Fig. 5-A and Fig. 6-A). TM3 also generated large estimates for
the Scorff population size with the lowest informative subset (5H-) (Fig. 5-B).
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Figure 5. Posterior distribution of Log10(No) according to TM3, for the populations Oir (A), Scorff (B), Shin
(C) and Spey (D). Curves in grey refer to the eight subsets of markers (5H-, 5H+, 10H-, 10H+, 20H-, 20H+,
28H-, 28H+) and the curve in black to the full set of 37 markers.

3.4.3 Estimation when setting priors on the mean No

Short-term No estimates using TM3 were more accurate for smaller populations (<1000) (A
and B, Fig. 7) than for larger populations (>3000) (C and D, Fig. 7). Long-term No estimates
using both MSVAR and DiyABC were very consistent between sampling years, but their
variances and 95% Confidence Intervals remained high for all samples. For example, the
Spey estimate derived by MVAR was 1076-50 364. Overall, No for the four populations in
2005 were estimated to be 383 (Qir), 689 (Scorff), 304 (Shin) and 7344 (Spey) using MVAR,
and 100 (Oir), 1174 (Scorff), 1842 (Shin) and 9417 (Spey) using DiyABC (Tab. 2).

No common trend was found regarding the effect of stock enhancement. TM3 seemed to
underestimate the Scorff population size (B, Fig. 7) and MSVAR to overestimate the Shin
population size (C, Fig. 7).
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Figure 6. Posterior distributions of Log10(No) according to the DiyABC method for the populations Qir (A),
Scorff (B), Shin (C) and Spey (D) in 2005 and 1988/1992. Curves in grey refer to the eight subsets of markers
(5H-, 5H+, 10H-, 10H+, 20H-, 20H+, 28H-, 28H+) and the curve in black to the full set of 37 markers.

3.4.4 Estimation when setting priors on the maximum No

Changing the prior maximum size to 50 000 had an effect on point estimates of No so that for
all populations when running DiyABC, mean values were increased and the upper 95% limits
of Confidence Intervals approached this maximum. On the contrary no effect was seen with
TM3 for the smaller populations (Oir and Scorff). Setting the starting value at 50 000 using
MSVAR had no appreciable effect on point estimates of No in any population.
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Figure 7. Summary statistics of effective population size estimators (Log10 scale) from the different methods
(TM3, MSVAR, DiyABC) for the four populations: Qir (A), Scorff (B), Shin (C) and Spey (D).

Census size is mentioned on the right y-axis.

Median (horizontal black line), variance (box) and CI (confidence interval) at 95% (dotted black line on both
sides of boxes) are given for each method.

Priors are plotted as follows:

Blue dotted lines: highest No value for TM3 and DiyABC, starting value for MSVAR.

Green dotted lines: lowest No value for DiyABC.

4. Discussion

Measurements of effective population size (No) are of importance in conservation and
management because they give an overview on the evolution of genetic diversity. Effective
size determines the rate at which genetic diversity is lost in the population by genetic drift
(Franklin 1980). The most genetically diverse populations are assumed to be ‘fitter’
(Ligoxygakis 2001). A genetically viable population possesses the evolutionary legacy of the
species and the genetic variability on which future evolutionary potential depends (Dobson et
al. 1998). Overfishing, blockage of migratory routes by hydroelectric dams and destruction of
spawning habitat have severely depleted many wild salmon stocks (Waples 1990). Humans
have altered natural ecosystems for many thousands of years, but the magnitude and rate of
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these changes have increased dramatically since the industrial revolution. Over recent
decades, Atlantic salmon populations have declined or have been extirpated in many parts of
its ancestral range (Parrish et al. 1998; Knockaert 2006) and measurements of No are few.
Genetic estimates of effective size have never been conducted on the Oir, Scorff or Spey
populations. Consuegra et al. (2005) investigated No in the Shin, but based their estimate on
four markers and did not provide estimates. These populations have management regimes and
legislation in place to minimize the risks of further declines, but so far effective population
size has not been implemented as a tool in their management strategies. Furthermore, the
diversity of the rivers’ habitats makes them interesting case studies of the effects of
contrasting environments on their genetic structure (Whitlock and McCauley 1999; Leberg
2005; Wang 2005).

Before discussing the results obtained about the four salmon populations and their implication
for conservation and management, it is useful to recall some features of these populations.
Atlantic salmon populations are highly structured with strong genetic differentiation between
regions and among rivers (Stahl 1987; Nielsen, Hansen and Loeschcke 1999; King et al
2001), with weaker differentiation within river systems (Nielsen et al. 1999; Garant et al.
2000; Primmer et al. 2006; Vaha et al. 2007; Vaha et al. 2008). This differentiation is partly
explained by high fidelity to natal rivers (Stabell 1984). Genetic differences observed at the
37 markers reflect the effects of underlying evolutionary forces, such as migration and drift.
Within populations the genetic differentiation between samples was significantly higher for
the Scorff and lower for the Shin. These differences are explained in the Scorff by the
introduction of non-native juveniles of unknown Scottish origin in the 1980s. If the Spey was
the source, this last point could explain the highest values of numbers of migrants (Nm)
between the Spey and Scorff in 1988. The evidence of reduced genetic variability in the Shin
and of low difference between samples is probably from the result of long-term artificial stock
enhancement program using fish of native (Shin) origin employed to mitigate the blocking of
freshwater habitat by hydroelectricity dams in the 1950s. This native stock enhancement may
explain the low genetic distance between samples. An effect of stock enhancement in the Oir
is suggested by the STRUCTURE analysis. Significant differentiation among the Scorff
samples, but not among the Oir samples can be explained by a brief and genetically distant
gene flow into the Scorff from a Scottish source, whereas gene flow into the Oir has been
more continuous and from a genetically similar French source, the Sélune. For the Spey, gene
flow can be negligible given its large No. The clear differentiation between rivers and the high
rate of assignment of individuals to their river of origin confirm that the populations
maintained their originality.

The four populations also seem subject to the recent global decrease in wild salmon stocks.
The genetic analysis revealed a negative growth rate and a recent bottleneck for all
populations. Whereas allelic richness seemed to decrease in the Shin, increase in the Oir and
Scorff and be stable in the Spey, genetic analysis on heterozygosity demonstrated a high and
stable variability over time with no inbreeding for all samples. These results are concordant
with previous studies that revealed high genetic diversity on wild populations of Atlantic
salmon from Ireland and Norway with Nall and Hobs of 17.8 and 0.70, respectively with 17
microsatellites (Norris et al. 1999) and from Scotland for the Shin population (sampled in
1987-1990) with a Hobs of 0.71 with 12 microsatellites (King et al. 2001) and a bit lower
with 4 microsatellites (Consuegra et al. 2005). The rate of loss of genetic diversity via genetic
drift is higher in small populations and, in the absence of migration, this rate is expected to
rise as the effective size decreases (Frankham et al., 2002). Regarding the high genetic
diversity (75-81%) detected in smaller populations (Oir and Scorff), we used our model to
evaluate the period when the bottleneck occurred. Our results suggest a common ancestor
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with a large size (10 000-50 000 effective individuals) dating back to the last glaciations,
representing 2000 to 4000 generations. We assumed a scenario with an ancestral large
population at great genetic diversity in equilibrium that split into several populations. Trials
with our method (using a mutation rate of 3.10™ to 9.10™ and the Single Step Mutation model
for microsatellites) suggested that observed small populations (200-1000 effective
individuals) could show the high observed heterozygosity if they derived from larger
populations of 2500-5000 that experienced a bottleneck 25-100 generations ago (i.e. 100-400
years). Another scenario could be a gradual reduction of effective population size since
divergence. Adding migration suggested an older bottleneck. In the majority of salmonid
populations, small populations are expected to have higher heterozygosity if open rather than
isolated (Palstra and Ruzzante 2008). Even if the migration contributes to diversity, our
qualitative approach confirms that the gene flow in population Oir could not maintain the high
observed diversity.

Given the importance of identifying No for populations in decline, we compared recent
coalescent methods to assess their sensitivity to the number of polymorphic markers, to the
priors used in Bayesian approaches and to the structure of populations. Using different subsets
of markers, we showed that methods providing estimates of No may be more or less efficient.
The efficiency of estimators is improved when the number of markers and their variability are
increased. We chose markers which were independent, but violation of the independence
among markers’ loci should not affect the accuracy of estimation of No (Wang and Whitlock
2003). The Credible Intervals (CI’s) and variance decrease by increasing the number and
variability of markers with the three methods. However this behaviour depended on
populations, except for MSVAR. MSVAR estimations improved accuracy by increasing the
number of polymorphic markers for all studied populations (Figure 2). The difference of
accuracy between sets of markers (from low number and variability markers to high number
and variability markers) was less accentuated for larger populations with TM3 and DiyABC
(Figure 5 and 6). These methods presented more complex behaviour. They overestimate No in
smaller populations (Oir and Scorff) when using few markers. It appears that the used marker
sets corresponded to uneven distributions of allelic frequencies. The sets corresponded to five
and ten markers at low (H-) and high (H+) heterozygosity. The sets at low heterozygosity
possess alleles at high frequencies around 60-80%. The sets at high heterozygosity (H+) did
not show alleles with high frequency (>50%), but show uneven distributions between samples
from the same population. The absence of alleles at intermediate frequency and high
frequency of a single allele may lead to an overestimation of No (Waples 1989). MSVAR did
not seem to be impacted by the uneven distribution of allele frequencies in the smaller
populations.

The incidence of Bayesian priors was weak using MSVAR, but quite strong using DiyABC
for all populations, and TM3 for the largest populations (Spey and Shin). Hence, at least for
these practical methods, Bayesian priors should be applied using reliable field data to avoid
the derivation of inaccurate predictions.

Results from the set of 37 microsatellite markers demonstrated different sensitivity to the size
of populations. The CI’s and variance were greater for the larger populations (Shin and Spey)
using TM3 (short-term No), large and homogeneous on all populations using MSVAR (long-
term No) and heterogeneous using DiyABC (long-term No). The long-term No estimates were
strongly correlated between samples from the same population but CI’s were larger for
MSVAR than DiyABC except for the smallest population (Oir). Additional analysis using the
classical temporal approach based on F-statistics (see Equation (9) in Waples 1989) from
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NeEstimator v 1.3 (Peel et al. 2004) demonstrated a high uncertainty in larger populations.
The imprecision of temporal methods in large populations seems to occur with classical and
coalescent models due to weak genetic drift. Berthier et al. (2002) compared TM3 with the
classical F-statistical-based No estimator and showed narrower CI’s and greater accuracy with
TM3 when genetic drift was strong, but there was no improvement with weak genetic drift.
Large Cls and variance observed for the three methods can be explained by the ratio of
sample size (S) to No. Too small a sample size may lead to insufficient extraction of genetic
information in large populations. As pointed out by Nei and Tajima (1981), precision
increases with the ratio S/No. Waples (1989) demonstrated that a low ratio would translate
into larger Cls, which means that populations with small No are most effectively studied.
Furthermore, the effects of genetic drift in large populations might be swamped by sampling
error using the temporal method, and if tS/No> 12, with t the sampling interval, increasing the
number of loci (or alleles) has a greater effect on precision than increasing t or S (Waples
1989). This means that given the effective size to be estimated, minimum numbers of
generations and sample sizes are required to achieve reasonable precision, unless a large
number of loci can be surveyed.

In most studies, coalescent-based long-term estimates of No were of the order of two to ten
times higher than short-term temporal No (Fraser et al. 2007); in this study this was not the
case for the larger populations (Shin and Spey). The long-term methods (MSVAR and
DiyABC) assumed that selection and migration were unimportant in changing population
allelic frequencies relative to genetic drift. For the short-term No estimates (TM3) all
systematic forces (mutation, selection and migration) are assumed to be absent. The
assumption of no mutation is reasonable because our sampling periods of 3-4 generations are
sufficiently short to discount the effects of mutations. It may be reasonable to neglect the
effects of selection because selection on most markers is unlikely to be strong enough to
cause substantial changes in their frequencies (Wang and Whitlock 2003). Moreover, the loci
used in our study have been tested to detect potential selection (Nikolic et al. 2009) and can
be considered a reliable panel. In the context of this study, even if stock enhancement
programs (based on non-native or native source stocks in Scorff and Shin, respectively) were
associated with low values of Nm, they affected the genetic differentiation between samples,
with stronger Fst, Rst and Nei distances in the Scorff and lower in the Shin. Since temporal
estimators (TM3) interpreted allele frequency changes as due to genetic drift, they led to
decreased estimated effective size in the Scorff, yielding a lower value than the long-term No.
The effective size estimates derived from short-term methods on the Shin had a median higher
than with the long-term methods because native reintroductions helped reduce the genetic
differences between samples. Wang and Whitlock (2003) revealed using simulations that No
will be underestimated in the short-term and overestimated in the long-term if migration is
ignored. Regarding ours results, we confirmed that migration modified effective size
estimators but in different ways depending on the kind of migration. A native migration, or
from a genetically close source, will lead to overestimations of No with short-term methods;
and inversely with non-native migration, or from a genetically distant source. Even with small
values of Nm, the temporal methods seemed more sensitive than expected to weak gene flow.
In cases when artificial or natural gene flow is suspected, we suggest that both short-term and
long-term estimates of population size should be evaluated.

In spite of these challenges, the No estimates presented here are the first to be proposed for
the French and the larger Scottish (Spey) studied populations, and provide potentially useful
tool for their management. Efforts to establish lower population size thresholds have
suggested No =500 to maintain sufficient evolutionary potential (Franklin 1980, Lande 1988,
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Franklin and Frankham 1998, Lynch and Lande 1998). Estimating No is thus an important
tool in the assessment of genetic variability (Mace and Lande 1991). For the Oir, No estimates
of 383 and 100 compare with a 2005 estimated adult population of 130, suggesting that the
river’s IUCN (1994) conservation status of “vulnerable’ is still justified. The same is true for
the Scorff where No estimates are 689 and 1174, compared to a 2005 adult population of
1000. For the Shin, the 2005 adult population of 3000 exceeds the No estimates of 304 and
1842. Similarly on the Spey No estimates of 7344 and 9417 are probably exceeded by the
2005 population, although the sub-stock sampled is of unknown size but likely to be <60 000
adults. In both cases the IUCN (1994) status of ‘minor concern’ remains valid. However, the
genetic impact of stock enhancement using native fish should now be taken into account.
While the effects are most evident for the Shin, future impacts for the Spey and its SAC
(Special Areas of Conservation) objectives may have to be considered. For the Oir and Scorff
the impact of 30-50% exploitation rates would seem to be of greatest concern if adult
populations are to be restored above our No estimates.

‘The discrepancies between No estimators across the salmon populations contrasted here
raises the question of which methods provide best estimates of No. All coalescent methods are
potentially useful, but they may be biased because of their assumptions, particularly regarding
migration. A short-term coalescent-based estimate, such as TM3, seems better suited to
anadromous salmon populations than long-term estimates if the population is not large, if it
does not undergo identified gene flow and if a high number of highly polymorphic markers
are available. CI’s become wider as No values become larger. In the case of the long-term
coalescence estimator, with a minimum sample of 50 individuals as recommended by Waples
(1989), increasing the number of sampled individuals (S) may marginally improve the results
because the variance of the estimator of & (4Nop) decays slowly, at a rate proportional to
1/1og(S) (Deonier et al. 2005). Hence, for larger populations such as the Shin (up to 4000
individuals) and Spey (up to 60 000 individuals) the 37 markers may not be sufficient to
accurately estimate No, and it would make little difference to increase sample sizes. For the
short-term estimator, increasing sample sizes may be useful for larger populations. Using
simulations, Ovenden et al. (2007) estimated that 2000 sampled individuals are required to get
a reliable estimate of an effective size of 8000 (Palstra and Ruzzante 2008). Another way to
decrease CI’s for short-term estimates (TM3) in the Shin and Spey populations would be to
increase the number of generations between samples. Nevertheless, the amount of information
is no longer simply proportional to sampling interval t, and too large a t may decrease the
power of the method (Wang and Whitlock 2003). Usually, a short t is recommended (two to
four generations) but if the migration rate is low, t could be larger to increase the estimation
precision (Wang and Whitlock 2003). Finally, the temporal method (TM3) analysis is not
equally efficient for all population sizes and other methods of estimating effective population
size are necessary if No is very large such as in the Shin and Spey, and if the influence of
migration cannot be ignored. Regardless, the importance of selecting the appropriate tool for
estimating No is important for the conservation of wild salmon populations.

Conclusion

Despite their small size and declining status, French populations, still show high levels of
genetic diversity, similar to those found in larger populations. Our results and coalescent
simulations, where populations are assumed to derive from a common ancestor, suggest that a
recent bottleneck and not only gene flow can explain the high genetic diversity found in all
studied populations. Concerning the sensitivity of methods, the results raise the importance of
number and variability of neutral markers, of the Bayesian priors and of the structure of
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populations. Large populations require higher numbers of markers for long-term coalescence
estimators and larger sample sizes for short-term coalescence estimators. Even in the case of
low migration, establishing a conservation program should rely on both short-term and long-
term estimates of population size.

Perspectives

Because variability of effective population size is a main factor determining the risk of
extinction (Waples 2002) fluctuating population size is an important consideration for
evolution and conservation. Some models have been recently developed (Drummont 2005;
Heled and Drummond 2008) to calculate the fluctuation of No from the most recent ancestor.
Although restricted for the moment to sequence data (mitochondrial or viral DNA) and large
intervals of time, extension to microsatellite markers could help provide information on more
recent history.
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Supplementary files

Appendix A. Pairwise Fs; of Weir and Cockerham (1984) by Fstat software on the superior half matrix (*
Statistical significance, p<0.05, from permutations (10 000) test). Nei distance (1978) by GENETIX software on
the inferior half matrix.

Sampling | Years 2005 1988 2005 1988 2005 1992 2005 1988
Years Populations | Oir Oir Scorff | Scorff | Shin Shin Spey Spey
2005 Oir 0 0.007 0.037* | 0.041* | 0.068* | 0.070* | 0.038* | 0.037*
1988 Oir 0.019 0 0.051* | 0.056 0.084* | 0.089* | 0.050* | 0.047*
2005 Scorff 0.170 0.219 0 0.009* | 0.075* | 0.076* | 0.045 0.037*
1988 Scorff 0.178 0.233 0.031 0 0.075* | 0.074* | 0.041* | 0.032
2005 Shin 0.331 0.414 0.368 0.350 0 0.001 0.032* [ 0.039*
1992 Shin 0.333 0.433 0.367 0.331 0.005 0 0.037* [ 0.042*
2005 Spey 0.193 0.245 0.217 0.1772 | 0.146 0.153 0 0.004
1988 Spey 0.189 0.235 0.185 0.135 0.177 0.178 0.023 0

Appendix B. Pairwise numbers of migrant (Nm) from Fs; of Weir and Cockerham (1984) by GENETIX
software on the superior half matrix and number of migrants using private alleles (Barton and Slatkin 1986) by
GENEPOP software on the inferior half matrix.

Sampling | Years 2005 1988 2005 1988 2005 1992 2005 | 1988
Years Populations Oir Oir Scorff | Scorff | Shin Shin Spey | Spey
2005 Oir 0 6.51 6.10 3.38 3.39 6.43 | 6.64
1988 Oir 0 4.93 4.68 2.67 2.62 5.08 | 5.26
2005 Scorff 2.68 1.83 0 2.96 2.99 538 |6.29
1988 Scorff 2.46 1.67 0 3.01 3.23 6.47 | 8.07
2005 Shin 1.97 1.25 1.81 1.20 0 7.08 | 6.01
1992 Shin 221 1.40 1.93 1.92 0 6.71 | 5.87
2005 Spey 2.79 2.17 2.81 2.09 291 3.62 0

1988 Spey 2.83 2.58 3.11 3.10 4.00 3.79 0
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Ce paragraphe décrit les résultats complémentaires de I’étude présentée au second
article intitulé : « An examination and genetic diversity of effective population size in Atlantic
salmon » ainsi que les documents relatifs au nouveau modéle que I’on peut retrouver sur le
site https://qgp.jouy.inra.fr/. Ces résultats complémentaires sont issus d’analyses en génétique
des populations sur quatre populations européennes de Saumon atlantique sauvage et
anadrome, au moyen de logiciels couramment utilisés et mentionnés dans le Chapitre 11 de ce

mémoire.

2.1. Diversité génétique

La diversité génétique peut étre représentée par la richesse allélique ou par le taux
d’hétérozygotie. Comme on peut le voir sur les Figures I11-5, 6 et 7, cette diversité est
homogéne par marqueurs sur I’ensemble des quatre populations. Un marqueur, a grande

diversité génétique pour une population, le sera également pour les trois autres.

——O0IR
—— SCORFF
—a&— SPEY
—@—SHIN

80,00 X

70,00

60,00
50,00 W\R
40,00

30,00

Hétérozygotie observée

20,00 T T T

PO S D S ORI &
PG GG BB e BN G P S D e
B S S S S SO O SO

D A 0B 6D WY AD B (D O B (O
PUNNC LN 4&‘1/\‘9,@%%@?5\&

S 2 GOSN BN N oS
CRNNNERAC 2
R AFOS E

Marqueurs

Figure 111-5. Hétérozygotie moyenne observée sur les deux échantillons par population avec
un classement en abscisse de I’hétérozygotie observée moyenne sur I’ensemble des
populations.
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Figure 111-7. Richesse alléliqgue moyenne sur les deux éc
classement en abscisse de la richesse allélique moyenne sur I’
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2.2. Distances génétiques

Les estimations de la distance génétique sur les données réelles entre les quatre
populations et les deux échantillonnages sont plus élevées avec les calculs de Nei 1972 (a)
que les calculs de Nei 1978 (b). Ces différences proviennent de la considération du biais
d’échantillonnage par la distance de Nei 1978. Néanmoins, les deux estimations (Table 111-2)
révelent des divergences élevees entre les populations de 2005 (21,4-42,2% (a) et 14,6-36,8%
(b)) et de 1988 (20,8-49,2% (a) et 13,5-43,3% (b)). Ces divergences sont nettement plus fortes
que celles observées entre échantillons de la méme population. Cependant ces valeurs qui se
situent autour de 5-9% (a) et 0.5-3% (b) ne sont pas négligeables au vu de I’écart en nombre
de générations (3-4) des deux échantillons. La population Shin (échantillonnée une génération

avant les autres populations) montre une divergence plus faible entre ses échantillons.

L'Oir |Scorff |Spey |Shin |L'Oir |Scorff |Spey |Shin

2005 |2005 |2005 |2005 |1988 |1988 |1988 |1992
L'Oir 2005 0 0,214 | 0,254| 0,387 0,081 0,242 | 0,242| 0,374
Scorff 2005 0,170 0| 0,276| 0,422 0,280 0,093 | 0,236 | 0,406
Spey 2005 0,193 0,217 0| 0,219 0,323 0,257 | 0,093| 0,211
Shin 2005 0,331 0,368 | 0,146 0 0,487 0,425 | 0,241| 0,057
L'Oir 1988 0,019 0,219| 0,245| 0,414 0 0,314 | 0,305| 0,492
Scorff 1988 0,178 0,031| 0,277| 0,350 0,233 0| 0,208| 0,391
Spey 1988 0,189 0,185| 0,023| 0,177 0,235 0,135 0| 0,227
Shin 1992 0,333 0,367 | 0,153 | 0,005 0,433 0,331 0,178 0

Table 111-2. Distance génétique entre les 4 populations (L’Oir, Scorff, Spey et Shin)
échantillonnés en 2005 et 3-4 générations antérieures. La distance de Nei 1972 (matrice
supérieure) (calcule les distances génétiques entre populations sans correction de biais) et la
distance de Nei 1978 (matrice inférieure) (calcule les distances génétiques en introduisant
une correction pour le biais d'échantillonnage d'individus).

Les résultats des distances génétiques de Nei (1978) entre échantillons ont également été
visualises sous la forme d’un dendrogramme (UPGMA) (Figure 11-8) par le package Phylip

en regardant la solidité des nceuds sous 1 000 tirages avec remises (bootstrap).
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Figure 111-8. Dendrogramme UPGMA (Unweighted Pair Group Method) basé sur les
distances de Nei 1978 pour les huit échantillons : 2005 (Oir, Scorff, Spey, Shin), 1988 (Oir88,
Scorff88, Spey88) et 1992 (Shin92). Les nombres sur les branches représentent les
pourcentages avec 1 000 bootstraps.

L’isolation par distance a été évaluée par le test de Mantel (GENALEX 6, Figure 11-9). La
distance de Nei standard (1978) a été superposée a la distance géographique (distance marine
la plus faible entre I’embouchure des riviéres) pour tester si les migrants potentiels s'étaient
déplacés de facon aléatoire ou, préférentiellement, a proximité de leur riviére d’origine. Ce

test a révelé une corrélation significative (R 2= 0.50, p <0,01) pour tous les échantillons.
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Figure 111-9. Tests de Mantel entre les distances géographiques et génétiques (Nei, 1978) sur
les 8 échantillons.

CHAPITRE Il — Résultats et Discussions

148



2.3. F-statistiques

Pour ces analyses de F-statistiques, j’ai préféré enlever le marqueur SSA00217NVH
qui avait beaucoup de données manquantes sur les échantillons de 1988 dans la population
Oir et Scorff. Les différences sont trés légéeres mais semblent plus cohérentes notamment au
niveau des calculs de consanguinité (Fis) par le logiciel Genetix software version 4.05.2
(Belkhir et al. 1998).

Populations | a) Réel (1C 95%) b) Réel (1C 95%)

Oir 2005 0,00252 | (-0,03242 - 0,01572) | 0,00275| (-0,03329 - 0,01665)
Scorff 2005 0,00030 | (-0,03567 - 0,01420) | 0,00075| (-0,03538 - 0,01468)
Spey 2005 0,00880 | (-0,03654 - 0,01311) | 0,00062 | (-0,02974 - 0,00557)
Shin 2005 -0,00361 | (-0,04575- 0,01204) | 0,00533| (-0,03319 - 0,01635)
Oir 1988 0,01377 | (-0,03080- 0,01963) | 0,01426 | (-0,02216 - 0,02367)
Scorff 1988 0,04538 | (-0,00451 - 0,05424) | 0,04699 | (0,00600 - 0,05850)
Spey 1988 0,03747 | (0,00179 - 0,04676) | 0,03824 | (0,00253 - 0,04863)
Shin 1992 -0,00421 | (-0,03729 - 0,00684) | -0,00466 | (-0,03811 - 0,00629)

Table 111-3. Résultats sur la totalité des locus (a) ou sans SSA00217NVH (b) de Fis aprés
10 000 tirages avec remise des individus, pour chaque population par le logiciel Genetix.

Pour ce qui concerne les estimations de Fsr et des distances de Nei (1978), avec ou sans ce

marqueur, les valeurs sont similaires.

2.4. Analyse factorielle des correspondances

Lorsqu’on réalise une Analyse Factorielle des Correspondances (AFC), a partir des
fréquences alléliques sur les 37 locus microsatellites, nous pouvons distinguer nettement les
quatre populations (Oir, Scorff, Spey et Shin). Une séparation nette est visible entre les deux
populations frangaises (Oir et Scorff) par les axes 1 et 3, les francaises et les écossaises (Spey
et Shin) par I’axe 1, et entre les deux écossaises, par I’axe 2. D’aprés les pourcentages
d’inertie et la rupture de pente de la représentation graphique des valeurs propres (Figure I11-
10 et Table I11-4), les trois premiers axes donnent une représentation pertinente de I’analyse
de ces populations. Concernant les échantillons 2005 et passés (1992 pour Shin et 1988 pour

les 3 autres) ceux-ci forment une méme masse, sans réelle séparation.
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Figure 111-10. Valeurs propres de I’AFC.
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W Fact? 4,22%
W Facts 0%

B Factd 0%
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Facteur | Valeurs propres | Pourcentage d’inertie Pourcentage cumulé
1 0,22244 33,44% 33,44%
2 0,15698 23,60% 57,04%
3 0,11219 16,87% 73,91%
4 0,05249 7,89% 81,80%

Table I11-4. Valeurs propres, pourcentages d’inertie et pourcentages cumulés de I’AFC.

échantillons (8) indiquent un début de plateau des valeurs moyennes des logarithmes

népériens de la probabilité des données conditionnées par le nombre de groupes (Ln P(D))

2.5. Structure

Les analyses avec le logiciel Structure (Pritchard et al. 2000) sur I’ensemble des

pour un nombre de groupes K=4 (Figure I11-11).
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Figure 111-11. Evolution des Ln P(D) de K=2 a K=8.
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Nous avons pu observer que cette distinction des 4 populations se retrouvait, avec le logiciel
STRUCTURE, de 37 a 10 marqueurs polymorphes. Le nombre de groupes le plus probable
pour nos 8 échantillons est de 4 (Figure 11-12) avec les échantillons de la méme population
(2005 et passés) par groupe.

Néanmoins, cette distinction s’affaiblit lorsqu’on diminue le nombre de marqueurs. Le

pourcentage d’individus correctement assignés a sa population d’origine varie de 94% avec

une analyse sous 37 et 28 marqueurs, 93% avec 20 marqueurs et 90% avec 10 marqueurs.
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Figure 111-12. Regroupement des individus sous le logiciel Structure.
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2.6. Taille efficace

Les travaux de ce mémoire se sont principalement focalisés sur les estimateurs de
taille efficace pour comprendre leurs sensibilités en fonction des marqueurs génétiques et des
structures de populations. Ces analyses sont rapportées dans I’Article 1l avec I’ensemble des
résultats et des interprétations. Les modéles généalogiques, tel que les modéles sous
coalescence, sont de plus en plus utilisés pour estimer la taille efficace car ils facilitent la
détermination des parametres démographiques et de mutations en employant la variation de
longueurs des séquences (Chakraborty and Kimmel 1999; Feldman et al. 1999; King et al.
2000 by Storz and Beaumont 2002). Nous avons, ainsi, choisi de comparer des méthodes sous
coalescence avec des données réelles obtenues par génotypages microsatellites de populations
de Saumon atlantique sauvage tres différentes. L’ensemble de ces résultats est regroupé dans
I’Article 11 de maniére treés approfondie. Ces résultats ont révelé que la précision des modeles
dépendait du nombre et de la variabilité des marqueurs, de la structure des populations et de
I’a priori sur la taille efficace, puisque ce sont des approches bayésiennes, avec des
comportements atypiques pour certains. La méthode MSVAR semble plus homogeéne.
Certaines observations sur les méthodes DIY ABC et TM3, non mentionnées dans I’article,

sont présentées dans ces deux derniéres parties qui suivent.

2.6.1. DIY ABC

Ce modéle de coalescence, développé récemment par Cornuet et al (2008),
possede plusieurs particularités. Tout d’abord, il applique une approximation bayésienne
(ABC) (voir Beaumont et Balding 2002). En second lieu, le calcul des tailles des populations
peut se faire sous un scénario évolutif étant le plus probable parmi I’ensemble des scénarios
testés. C'est-a-dire que le modele propose de tester, parmi les scénarios possibles donnés par
I’utilisateur, quel est I’agencement le plus probable des populations provenant d’un ancétre
commun. Dans ces scénarios, les nceuds peuvent étre fixés et plusieurs échantillons de la
méme population peuvent étre pris en compte sur la méme branche. Dans notre étude, trois
scénarios principaux ont été testés (Figure 111-13) avec, pour chacun d’eux, toutes les
combinaisons des populations possibles les unes par rapport aux autres : en étoile (scénario

A), divergent (scénario B) et en cascade (scénario C).
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Figure 111-13. Scénarios évolutifs des quatre populations (Pop) échantillonnées deux fois
(Sa) depuis un ancétre commun. Le nombre de générations entre les échantillons de la
population Shin (Pop4) est égal a 3 contre 4 générations pour les autres.

Comme nous pouvons le voir a partir de ces figures, DIY ABC va estimer une taille
ancestrale (Na) commune a toutes les populations et un temps ancestral (Tf) commun allant du
moment de I’échantillonnage (0) au temps t.

Parmi les trois scénarios testés, deux scénarios sont apparus les plus probables parmi
toutes les combinaisons possibles de position des 4 populations. Il s’agit des scénarios B et C.
Pour le B, les populations écossaises (Shin et Spey) seraient au nceud le plus ancien et pour le
C la cascade se ferait, en remontant vers les plus anciennes, des deux francaises (Oir et
Scorff) vers Shin, et Spey. Comme I’arbre UPGMA donnait la méme représentation que le
scénario B, j’ai choisi de faire tourner les calculs d’estimation de taille efficace avec le
scénario B.

Pour chacun des échantillons, les courbes de distribution 4Neu (6) a posteriori étaient
obtenues en fonction des paramétres (Ne et ) fixés a priori. En comparant les courbes de
distribution a posteriori et a priori, avec des a priori, proches ou non, de la réalité, on peut
voir des différences par population suivant ces a priori. La population Oir, Scorff et Shin
présente une courbe verte, a posteriori, qui ne suit pas la distribution a priori lorsque I’a
priori est large (0-50 000 individus, supposés en taille efficace (Ne)) (voir I’Oir, Figure I11-
14b). Alors que pour la population Spey, les distributions a posteriori et a priori se suivent,
quel que soit I’a priori fixé (Figure 111-15). Ceci laisse a penser que I’information contenue
dans le panel des 37 marqueurs microsatellites est insuffisante pour caractériser la population
Spey par cette méthode. Des tests confrontant des rapports différents de taille de I’échantillon
et de population (S/N) pourraient permettre d’anticiper I’impact sur la méthode et offrir a
I’utilisateur une meilleure construction de ses données génétiques pour des analyses plus

concordantes.
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Figure 111-14. Distributions pour la population Oir des Théta (4N1u) a priori (rouge) et a
posteriori (verte) avec des a priori proches de la réalité [10-800] (A) et étendues [10-50000]
(B). Les taux de mutations variant de 0,00005 a 0,05 pour les deux simulations avec un
nombre d’itérations de 500 000.
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Figure 111-15. Distributions pour la population Spey des Théta (4N3u) a priori (rouge) et a
posteriori (verte) avec des a priori proches de la réalité [1000-20000] (A) et étendues [10-
50000] (B). Les taux de mutations variant de 0,00005 a 0,05 pour les deux simulations avec
un nombre d’itérations de 500 000.

2.6.1. TM3

Rappelons brievement, tout d’abord, le principe des méthodes basées sur les
moments tels que celui de la méthode TM3. Ces méthodes utilisent deux échantillons de la
méme population pour calculer la taille globale de la population. Ces échantillons ne doivent
pas étre trop éloignés (quelques générations) de sorte a éliminer la force de mutation. Les
différences génétiques observées entre les deux échantillons sont ainsi considérées comme
uniquement liées a la force de dérive génétique. Plus ces différences sont grandes et plus la
force agissant est considérée importante et, donc, I’estimation de la taille efficace se dirige

vers une taille plus petite. La force de dérive génétique étant d’autant plus forte que la taille
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efficace est petite. Ce modele est un peu plus compliqué puisqu’il fait intervenir également la
théorie de coalescence dans ces calculs (voir I’article de Berthier et al. 2002 pour plus de
détail).

Waples (1989) avait démontré, par simulations, que les estimations de taille efficace
pouvaient étre biaisées (surestimation) si la distribution des alléles au sein des marqueurs était
inégale. Tout d’abord, lorsqu’un allele est surreprésenté (>50%), les différences entre
échantillons sont réduites car elles se font sur un faible nombre d’alléles. Comme présenté
dans I’article 11, la population Oir et Scorff ont leur taille efficace surestimée, a partir d’un
panel de marqueurs a faible nombre et faible hétérozygotie, car il contient un allele
surreprésenté (voir les exemples dans le panel 5H- (5 marqueurs les moins hétérozygotes)
Figure 111-16 et Figure 111-17).
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Figure 111-16. Distributions alléliques des marqueurs SSAO0048NVH et SSA0146NVH
incluent dans le panel des 5 marqueurs les moins hétérozygotes (5H-) sur les échantillons de
la population Oir en 2005 et 1988.
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Figure 111-17. Distributions alléliques des marqueurs SSAO048NVH et SSA0149NVH inclus
dans le panel des 5 marqueurs les moins hétérozygotes (5H-) sur les échantillons de la
population Scorff en 2005 et 1988.

On pourrait cependant se poser la question : « pourquoi la population Oir est surestimée avec
un panel, certes de peu de marqueurs (5 ou 10), mais a forte hétérozygotie (H+) ? ». Dans ce
cas, il n’y a pas d’alléle majoritaire et I’exemple précédent n’est plus valable. La réponse se
trouve en comparant les échantillons d’un méme marqueur. La distribution allélique n’est pas
homogéne entre les deux échantillons (Figure 111-18). Les alleles sont mal répartis et
surestimeraient la taille car les différences se font sur un faible nombre d’alleles (exemple du
marqueur SSA0217NVH).
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Figure 111-18. Distributions alléliques du marqueur SSA0217NVH inclues dans le panel des
5 marqueurs les plus hétérozygotes (5H-) sur les échantillons de la population Oir en 2005 et
1988.
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2.7. Modele DemoDivMS

DemoDivMS est un programme congu pour predire la diversité génétique a partir
d’une population simulée sous microsatellites. La population peut étre construite avec divers
modeles de mutation et divers scénarios évolutifs faisant varier la taille efficace au cours des
générations antérieures. Le programme est tres rapide. Il est écrit en Fortran et utilise des
routines numeriques NAG. Le poids des fichiers ainsi créés est de I'ordre de 50 Ko.

Le programme se trouve sur le site de la plateforme de génétique quantitative de I’'INRA,

maintenu par David Robelin, Eddie lannuccelli et Olivier Filangi (https://qgp.jouy.inra.fr).

2.7.1. Description du modeéle

L'objectif du programme est de proposer un outil capable de décrire la diversité
génétique actuelle, attendue a partir de données ADN de microsatellite, en fonction de
I'histoire d'une population. L'utilisateur décrit les processus de mutation avec I'histoire
démographique de la population, et le programme estime la diversité génétique actuelle en
utilisant la théorie de la coalescence, développée avec tailles variables. Pour toute paire
d'alleles échantillonnés dans la population, le programme calcule les probabilités PO, P1, P2,
.. Pd, ... que les deux alléles montrent une différence D de 0, 1, 2, ... d ... entre les nombres de
répétitions du motif microsatellite des 2 alléles. Les mesures associéees a la diversité sont : la
moyenne et la variance de |D| et les valeurs de Théta (le parametre 4N x) correspondants a

I’hétérozygotie attendue et a la distribution de D.

2.7.1.1. Processus de mutation

Les marqueurs microsatellites sont supposés évolués par saut (Stepwise
Mutation Model) symétrique, de sorte que le nombre de motifs soit augmenté ou diminué de
k avec la méme probabilité. Ce programme propose trois modeles de mutation: « Single Step
Model » qui fournit un processus de mutation par saut de +1 ou +1 ; « Geometric Model » les
sauts se font avec la probabilité (1-c) c*(k-1) pour une distribution caractérisée par le
paramétre ¢ (0<c<1) qui est une raison de progression géométrique; et « User-Defined

Model » avec des sauts k dont les probabilités sont fixées par I’utilisateur.
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2.7.1.2. Démographie passée

L'histoire démographique est donnée comme une chaine de J
intervalles de temps [t_i, t_ (i +1)], dans lesquels les tailles efficaces Ni peuvent évoluer
(augmenter ou diminuer) ou étre stables. La taille est cependant supposée constante et égale a
N_J avant un certain temps t_J dans le passé.

Taille N dans le passé

A

N J
- '
N 2 !
- T
N 1 I

!

|
No|__ !

>

t 0=0 t 1 £ 2 S0oo t_ J Temps passés

Figure 111-19. Représentation graphique des parametres donnés par I’utilisateur au sein du
modéle DemoDivMS, avec N pour la taille efficace et t pour le temps de coalescence, pour
construire un scénario évolutif d’une population.

2.7.1.3. Restrictions du modele

a) Pas plus de 50 événements en temps t_J (JMax<50).
b) Pas plus de 10 sauts par mutation dans le troisieme modéle (K<10).
c) Pas plus de 100 0000 générations entret O ett_J.

2.7.2. Exemple

Nous considérons une population actuelle de taille efficace égale a 1 000. Cette
population aurait subi un goulot d'étranglement, il y a 100 générations, et un autre, il y a 2 000
générations, occasionnant une baisse de population de 10 000 individus a 5 000. Quelle est
alors la diversité génétique actuelle de cette population sous un taux de mutation de 0.0009 et
avec le modele SMM ?
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Figure 111-20. Exemple graphique des paramétres donnés par I’utilisateur au sein du modele
DemoDivMS, avec N pour la taille efficace et t pour le temps de coalescence, pour construire
un scénario d’une population ayant subi deux goulots d’étranglement il y a 100 générations
et 2000 générations antérieures.
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Fichier de sortie :

Microsatellite allelic diversity after demographic changes

Calculus of Pr(D=d /7 u, NO, N1, ...),the probability that 2
microsatellite alleles show a difference of d repeat motifs according to
past demographic fluctuations

Single Step Mutation model, p = 0.00090

Current effective size 1000.

Number of past demographic events

Series of past effective sizes
1000. 5000. 10000.

Series of times when size changed

0. 100. 2000.

Largest value of D used = 39

Total probability of unconsidered events = 0.00008

Expected homozygosity Pr(D=0) = 0.17614

Probabilities Pr(D=1) to Pr(D=39)

0.09900 0.07014 0.05241 0.04035 0.03156 0.02485 0.01962 0.01551 0.01226

0.00969 0.00766 0.00605 0.00478 0.00378 0.00299 0.00236 0.00187 0.00148

0.00117 0.00092 0.00073 0.00058 0.00046 0.00036 0.00028 0.00023 0.00018

2
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0.00014 0.00011 0.00009 0.00007 0.00005 0.00004 0.00003 0.00003 0.00002

0.00002 0.00001 0.00001

Mean and standard error of |D|: 3.74337 4.15841

Corresponding values of theta = 4Ny under constant population size and SSM,
from homozygosity : 15.61661

from mean of |D] : 28.51696
from mean of D2 : 31.30513
Résultats :

L’hétérozygotie de la population est élevée 84%.

L’ensemble des analyses que nous avons faites, grace a ce modeéle, ont permis de poser
des conditions sur les possibilités d’observer des forts taux de diversité au sein de petites
populations étudiées, I’Oir (200) et Scorff (1 000), ayant subi un goulot d’étranglement (2 000
- 4 000 générations passées) et provenant d’une population estimé a plus de 10 000 individus.
Seule une taille intermédiaire variant de 2 500 a 5 000 individus efficaces avec des taux de
mutation de 0.0003-0.0009 peut expliquer ces forts taux d’hétérozygotie, et sous-entendant un

autre goulot plus récent (25 - 100 générations) apres cette période de taille intermédiaire.
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Partie 3.
MODELE D’ESTIMATION DE LA TAILLE EFFICACE
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Depuis les progrés en génétiqgue moléculaire, les modeles utilisant I’information
génétique pour estimer les paramétres génétiques des populations : les taux de migration, les
taux de consanguinité, les taux de croissance et les tailles efficaces sont de plus en plus
nombreux. Malgré les difficultés a estimer la taille efficace (Waples, 1989), elle reste I’'un des
parametres les plus informatifs sur la viabilité d’une population. Ce qui en fait une variable
clef en conservation puisqu’elle affecte la capacité d’une population a répondre a la sélection.
Elle peut également renseigner sur les pertes de diversité génétique, les taux de fixation
d’alleles déléteres et I’efficacité de la sélection naturelle a maintenir les alléles avantageux
(Berthier et al. 2002). Si Ne subit une diminution trop élevée, la perte de variabilité génétique
résultant de la force de la dérive génétique devrait mettre I’espéce ou la population en risque

d’extinction, en perdant le matériel nécessaire sur lequel opére la sélection.

3.1. Objectifs

Nous cherchons a évaluer la taille efficace d’une population a partir des observations
obtenues sur la variabilité génétique observée en un certain nombre de marqueurs ADN
microsatellites (marqueurs neutres et codominants). Cette variabilité est le reflet de
I’interaction entre le processus de mutation qui génére de nouveaux alleles et le processus de
dérive génétique qui tend a éliminer des alléles. La variabilité utilisée sera la différence des
tailles entre alleles pour un marqueur donné, c'est-a-dire la différence du nombre de

répétitions du motif microsatellite.

3.2. Procédures d’estimation

Nous recherchons plus spécifiquement I’ensemble des tailles efficaces depuis le
moment de I’échantillonnage jusqu’a I’ancétre commun. Afin d’estimer ces quantités
inconnues (parametres), on peut se placer dans le cadre statistique classique (recherche du
maximum de vraisemblance) ou le cadre bayésien (mettre un a priori sur nos parametres).

Notons Y I’ensemble des observations (les tailles des alleles observés dans
I’échantillon, aux différents marqueurs ; dans notre modéle on verra que c’est plus
spécifiquement la différence du nombre de répétitions entre deux alleles microsatellites), et 6

I’ensemble des parametres que I’on cherche a estimer. 1l est a préciser que 6 ne représente pas
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seulement la taille efficace mais il inclut également le taux de mutation (M). Dans le modéle a
taille constante, il se réduit en général au paramétre « Théta » 4NeM.
Dans le cadre bayésien, on va chercher a déterminer la distribution a posteriori de 6,

soit : P(6]Y). Cette probabilité a posteriori s’écrit, selon le théoréme de Bayes :

P(6]Y) = P(Y|6) Po(6)/P(Y)

Ou Pgy(6) est la distribution a priori des parametres qui traduit la connaissance préalable que
I’on a des paramétres. Dans cette expression, P(Y|6) est la vraisemblance des observations Y
pour la valeur 6. Que I’on se place dans le cadre bayésien ou dans le cadre classique, le calcul
de la vraisemblance est un point de passage obligé. Elle a été résolue dans notre modele en
passant par des transformées de Fourier. Pour estimer I’a postériori, on utilise un algorithme

MCMC (Métropolis Hastings) qui permet d’intégrer numériguement I’intégrale de P(Y).

3.2.1. Variables latentes

Le cadre Bayésien permet d’accéder a une estimation de la distribution a
posteriori par le recours aux méthodes MCMC. On peut, en effet, introduire des variables
latentes qui permettent de calculer facilement des vraisemblances conditionnées par ces
variables, en générant ces variables et en intégrant sur tous les cas possibles pour obtenir in
fine la distribution des paramétres d’intérét 6. Cela revient a considérer ces variables latentes
comme des parameétres supplémentaires du modéle, méme si on ne cherche pas a les estimer.
Calculer la taille efficace en génétique des populations peut se faire en passant par la théorie
de la coalescence. Dans ce cas, les variables latentes correspondent aux arbres de coalescence
A, représentant les généalogies possibles des génes échantillonnés (Balding et Wilson, 1998).

On écrit :

P(Y|6) = Za P(Y|6 A) P(A|6)

Les quantités P(Y|AB) peuvent se calculer en détaillant la description des arbres. Mais la
somme sur tous les arbres possibles ne peut pas se faire a cause de leur trop grand nombre.
Les méthodes mises en ceuvre simulent les arbres, en évitant ceux qui correspondent a des
probabilités infimes. Méme si, a la fin, on ne s’intéresse qu’a la distribution marginale des 6,

des valeurs des paramétres d’intérét O et des paramétres « surnumeéraires » A sont générés
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simultanément, dans les chaines de calcul, pour estimer la distribution de I’ensemble des 6 et
des A. Cependant ces méthodes (telles que LAMARC, MSVAR) s’averent trés lourdes avec

de nombreux marqueurs.
3.2.2. La vraisemblance

Pour limiter les temps de calcul, nous avons cherché a éviter d’introduire des
simulations d’arbres. Pour cela, nous déterminons les paramétres d’intérét par une
approximation directe de la vraisemblance P(Y|6) en se focalisant sur des modéles particuliers

de mutation et de démographie.
3.2.2.1 Modéle de mutations

Nous avons fait le choix de travailler sur des marqueurs ADN
microsatellites car leur neutralité permet d’éliminer I’effet de sélection dans le modéle et leur
polymorphisme élevé permet d’accéder a une grande variabilité genétique. Ces marqueurs
sont des séquences répétées en tandem qui permettent une estimation de leur taille en fonction
de leur nombre de répétitions (ex: ATATATATAT = 5 répétitions de la paire Adénine
Thymine). Le modeéle le plus adapté pour ces marqueurs est le modele dit SMM (Stepwise
Mutation Modele), qui est un modéle symétrique. Dans ce cas, les mutations s’accumulent au
cours des genérations par sauts en amont ou en aval. La probabilité (m) qu’une mutation
apparaisse correspond a une modification du nombre de répétitions. Ces probabilités
supposent que quelque soit la longueur (i) d’origine de I’allele, la distribution des sauts, en
cas de mutation, ne dépend pas de (i). La probabilité de mutation, a saut +1 ou -1, a chaque

génération est égale a u/2. Et la probabilité qu’il n’y est pas de mutation est de 1-u.

7

Longueur de l'allele. —— ;4 i i+1 £+
Frobahiltes —» 347 1-14 12

Figure 111-21. Probabilités de mutation a la génération suivante.
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La probabilité d’observer une longueur i a la génération suivante peut s’écrire :

P(D(g +1) =i) = P(D(g) =i)L-u) + P(D(g) = i —1)%+ P(D(g) =i +1)%.

En travaillant sur la différence (k) de longueurs entre deux alleles de la méme génération, et
non pas sur la différence entre un des 2 alléles et I’ancétre, on peut représenter les calculs

comme suit :

LO

La difféerence=
LT1-L2=(L1-LO)+(LO-L2)

Cette différence peut s’écrire par une transformée de Fourier en fonction d’un nombre
imaginaire sur le cercle trigonométrique (a ) (a =™, x = réel).

On retrouve ainsi L1-L0 représenté par :

() =(%u%+(l—u)+%uajg  (a),

)

Comme ceci est pareil pour LO-L2 :

ol )

et sachant que la différence L1-L2 peut étre representé par le produit f,(a)* f,(«), alors on

avec f,(a) =1. Ce qui donne :

peut genéraliser la différence entre deux alléles par :
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o)

Si u<<1, on peut écrire :

F (@)= > a“(P(D(g) =K)) = et

k
k=—0

En travaillant sur les temps réduits t=g/No et, dans le cas de la taille constante, on peut écrire :

E ()= St P < Ky = e )
(@)= > a"(P(D(t)=k)) =e
k=—o0

Comme nous le verrons par la suite cette équation qui peut également se lire comme la
transformée des P(D=K|T) avec T un intervalle de coalescence. On écrira P(D=K|T,M) lorsque
le taux de mutation (M) intervient. Lorsque les tailles varient, cette fonction de Fourier fait
intervenir les tailles (N) et sera considérée comme la transformée des quantités

P(D=K|T,N,M).
3.2.2.2 Modéle démographique

L’évolution des tailles efficaces sera modélisée par une fonction en
escalier comme celle appliquée par Drummond et al (2005). A chaque intervalle de génération
(ti, ti+1) correspond une espérance de taille efficace (Ni). On désigne dans la suite I’ensemble

de ces parametres (les ti, et les Ni) par N.
3.2.2.3 Resultats théoriques

Les résolutions de la vraisemblance P(Y|6), font intervenir les
probabilités des données (des différences de motifs entre deux alléles) conditionnées par N et
M. Pour résoudre cette vraisemblance, on integre sur les temps de coalescence (T) en étudiant
d’abord la probabilité que ces 2 alléles coalescent dans un temps de coalescence inférieur a

une valeur donnée (T<t), et qu’ils présentent une différence D de + k motifs. Elle peut s’écrire

P(D=KN,M)=[dP(D=k,t<T <t+dt|N,M)='|'%P(D=k,T <t|N,M)dt.
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Les probabilités conjointes P(D=k,T<t|N,M) sont des résultats nouveaux et sont
présentés dans I’article 11, intitulé « Distribution of coalescence times and of distances
between microsatellite alleles with changing effective population size ». Les résolutions se
sont faites & partir d’une transformée de Fourier (F) intégrée par rapport aux temps pour
chaque intervalle (voir I’équation 12 pour une taille constante et I’équation 17 pour une taille
variable (c'est-a-dire pour chaque intervalle de temps)) puis inversée pour obtenir
numériquement les probabilités recherchées (voir I’équation 11 pour taille variable).

La formule d’inversion de I’équation de Fourier F(x,M,N) = ZP(D= k|N,M,T) cos(kx):

P(D=KM,N) _ 1 J'F(x, N, M) cos(kx)dx
2z =,

La théorie permet d’obtenir des expressions analytiques explicites de la fonction F, et

donc, une seule intégration numérique est requise pour obtenir un résultat exact.
3.2.2.4. Approximation de la vraisemblance

Pour appliquer les probabilités ci-dessus a I’ensemble des marqueurs,
une vraisemblance approchée est proposée. Les précédents résultats permettent de calculer la
probabilité qu’une paire d’alléles présente une différence donnée, en fonction des parameétres
N et M. On peut donc, a partir d’un échantillon de n alléles en plusieurs locus, confronter les
fréquences de paires d’alleles qui présentent une différence k a la valeur attendue
P(D=k|N,M) selon le modéle (N,M). Cela peut suggérer une premiere vraisemblance
approchée, en considérant des tirages indépendants de paires et en posant un modéle
multinomial sur les tirages de paires. Pour un échantillon comprenant ng, ny,... Ny paires
d’alleles présentant des distances 0, 1,...k une premiere approximation de la vraisemblance

s’écrit, pour chaque marqueur :
Log L; (ng,nz,..nx|N,M) = Cte + 2x ng log P( D = k|N,M)

Cependant, lorsqu’on applique la théorie de la coalescence, on ne peut pas faire les
calculs en supposant que les paires d’alleles sont indépendantes les unes des autres.
L’ensemble des n alléles d’un échantillon sont réunis dans un méme arbre de sorte que les
états possibles d’un groupe d’alleles dépendent de I’état de tout autre groupe. Les fréguences

f des paires d’alléles a distances k ne sont pas des variables indépendantes. Pour généraliser a
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plus de 2 alléles, il faut calculer des probabilités d’identité conjointe et non pas de simples
probabilités d’identité entre génes. Cela permet par exemple de calculer la probabilité que, si
I’on tire un échantillon de 4 alleles, ceux-ci différent de p, s et t motifs, c'est-a-dire qu’ils
soient des alléles A(i), A(i+p), A(i+s) et A(i+t) (quel que soit i), ou A(k) désigne un alléle
comportant k motifs. Les résultats sont obtenus pour 3 et 4 alleles. Au-dela, plusieurs
difficultés surgissent: la combinatoire devient trés lourde; I’obtention de résultats
numeériques nécessite pour les inversions des intégrales doubles, triples, ...; enfin I’obtention
méme des solutions est limitée par le fait que pour un échantillon de grande taille, il n’est plus
correct de supposer qu’un seul événement de coalescence (au plus) est possible a chaque
génération. S’il n’est pas possible par cette approche d’aboutir a la vraisemblance exacte d’un
échantillon de taille quelcongue, une deuxiéme approximation peut étre proposée, en calculant
les variances et covariances des fréquences des paires (f,, fs). En effet, calculer ces moments
du second ordre revient a considérer les probabilités des états concernant 3 et 4 alléles.

Le calcul explicite des Var(fy) et des Cov(f,,fs) est obtenu comme précédemment, en
introduisant les fonctions génératrices de ces quantités dont on établit les solutions selon le
modeéle démographique et le modele de mutation. On utilise ensuite une inversion finale pour
obtenir les valeurs numériques. Il faut noter que ces variances et covariances comprennent des
termes « structurels » (correspondant au cas ou les fréquences f, et f; sont en concordance
avec la population totale), et des termes d’échantillonnage liés & la taille limitée de
I’échantillon. On peut alors proposer une seconde approximation de la vraisemblance, en

admettant une approximation gaussienne pour la distribution des fy :

Log La( fo, f1, ... f/M,N) = Cte % log (V(M\N)) =% [f=PT VIM\N)! [f-P]

Ou V(N,M) est la matrice des variances et covariances pour les indices p,s... présents dans
I’échantillon (fo,f1,...f), |[V(M,N)] est le déterminant de cette matrice et ou [ f— P ] représente
le vecteur des différences ( fx - P(D=K|N,M) ).

Pour chaque marqueur correspond une vraisemblance. Ces vraisemblances sont
ensuite sommées pour obtenir les Théta (N, M) finaux avec une variance sur I’ensemble des
marqueurs. Dans notre modeéle I’utilisateur fixe le taux de mutation (M), ce qui permet d’en
déduire la taille efficace (N). Comme nous avons travaillé sur des calculs de probabilités
délimités sur des intervalles de temps (T), les tailles efficaces peuvent étre déduites sur
chaque intervalle. Pour cela, I’utilisateur fixe au départ le nombre d’intervalles qu’il souhaite

analyser entre la taille actuelle (No) et la taille ancestrale (Nmax).
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3.2.3. L a priori Py(0)

Les a priori seront également donnés par I’utilisateur sur le taux de mutation M
et la taille efficace (N). Pour M une seule valeur pourra étre donnée pour I’ensemble des
marqueurs. On prévoit une extension pour faire varier le M entre marqueurs. Concernant le N,
plusieurs a priori pourront étre donnés selon les intervalles délimités par I’utilisateur entre No

et Nmax et la connaissance qu’il a sur la population.
3.3. Autres résolutions pour tester le modeéle
Afin de tester notre modele nous avons envisagé I’histoire d’une population soumise a
un goulot d’étranglement intense. La vraisemblance peut étre decomposée en deux
probabilités pour tester le comportement des temps de coalescence conditionnés par les
données, la taille efficace et le taux de mutation. La vraisemblance décomposée :
P(D=k,T <t|N,M)=P(T <tD=k,N,M)*P(D =k|N,M),

permet d’obtenir la probabilité des temps de coalescence T, conditionnée par D, N et M :

P(D=k,T <tN,M)

P(T <tD=k,N,M)= P(D =k|N,M)

Au sein de I’article I11 vous retrouvez les résolutions de P(D = k|N ,M)a I’équation 32

(qui n’est autre que I’équation 17 pour T qui tend vers I’infini F(c0,)). Les espérances de

ces distributions sur tous les T font intervenir une transformée de Laplace, voir I’équation 282

Iarticle IlI.
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ARTICLE 3

Distribution of coalescence times and distances
between microsatellite alleles
with changing effective population size

CLAUDE CHEVALET
NATACHA NIKOLIC
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Résumé

Cet article décrit les résolutions analytiques pour étudier les effets des changements de la
taille effective d'une population sur la diversité allélique actuelle a un marqueur
microsatellite. Dans un premier temps, nous décrivons les calculs des probabilités conjointes
de la distance entre les deux alléles (la différence du nombre de motifs microsatellite) et du
temps de coalescence a I’ancétre commun le plus récent, compte tenu de [I'histoire
démographique et du processus de mutation. Les solutions sont données par des moyennes
d'analyses d’inversions sous les deux hypothéses, taille de la population constante et taille
variables. Ces inversions numériques ont permis de résoudre les distributions des temps de
coalescence et celles des distances alleliques pour tous les modéles de mutation
démographique et pour toutes les histoires. Des illustrations numériques sont données pour
montrer les effets des variations de la taille de la population sur les distributions des temps de
coalescence et des fréquences f(k) des différences de k motifs entre paires d'alleles. La
possibilité de détecter un ancien goulot d'étranglement est discutée. Les extensions de la
méthode pour faire face a plus de deux alléles sont proposés, et pour résoudre le cas de quatre
alleles. Cela permet d’examiner la répartition de covariance des fréquences f(k) et de proposer

d’autres approches d’estimation.
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Abstract

We investigate the effects of past changes of the effective size of a popu-
lation on the present allelic diversity at a microsatellite marker locus. We
first derive the analytical expression of the generating function of the joint
probabilities of the time to the More Recent Common Ancestor for a pair of
alleles and of their distance (the difference in allele size). We give analytical
solutions in the case of constant population size and geometrical mutation
model. Otherwise numerical inversion allows the distributions to be calcu-
lated in general cases. The effects of population expansion or decrease and
the possibility to detect an ancient bottleneck are discussed. The method
is extended to samples of three and four alleles, which allows investigating
the covariance structure of the frequencies f(k) of pairs of alleles with a size
difference of k£ motifs, and suggesting some approaches to the estimation of

past demography.

Keywords
Population effective size, Microsatellite, Genetic diversity, Coalescence times,

Demography, Fourier transform, Laplace transform.
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1. Introduction

The effective population size (N,) is an important parameter in ecology,
evolutionary biology and conservation biology (Wang 2005). Different con-
cepts of N, have been proposed such as the inbreeding effective size, variance
effective size, eigenvalue effective size, mutation effective size and coalescent
effective size (Felsenstein 1971; Ewens 1982; Gregorius 1991; Caballero 1994;
Whitlock and Barton 1997; Charlesworth et al. 2003). In general, this pa-
rameter is difficult to estimate mainly because of the highly stochastic nature
of the processes of inbreeding and genetic drift for which it is usually defined
and measured (Wang 2005). Many methods have been developed in the past
three decades to estimate the contemporary and ancestral effective popula-
tion sizes using different information extracted from some genome fragment
in a sample of individuals. Estimating present and ancestral population sizes
is based on the joint effects of population size and of mutation process on the
distribution of alleles in a sample. Most estimators of IV, are based on mod-
els in which it is assumed to be constant, or submitted to a regular (linear
or exponential) change, while this is unlikely in natural populations (Waples
2005).

In this paper we investigate the influence of population size changes on
the distribution of coalescence time between alleles, and on the distribution
of allelic frequencies. We focus on the class of microsatellite DNA markers.
Microsatellites are loci that are made of repeated short motifs (one to six base
pairs) embedded between locus specific sequences. Alleles are characterized
by the numbers of repeats that can be observed from the lengths of PCR

amplified fragments, so that they behave as co-dominant markers. These
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markers are generally assumed to be neutral, which allows the neutral model
of genetic drift to be used. Mutations within microsatellites are frequent, al-
tering their overall length by insertion or deletion of a small number of repeat
units. This property allowed inferences to be made about the history of hu-
man populations (Bowbock et al. 1994), and recent demographic events to be
detected, such as the expansion of human populations since the palaeolithic
era (Shriver et al. 1997; Reich and Goldstein 1998; Reich et al. 1999). Al-
though most recent population surveys are making use of genome-wide panels
of SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) markers, microsatellite markers
should remain useful to infer population structures, because of their neutral-
ity and their high polymorphism. For example Sun et al. (2009) showed that
microsatellite markers are efficient molecular clocks to investigate the history
of populations, and to provide better (unbiased) estimates of population dif-
ferentiation (Fsr) than with SNPs. Most results on the distributions of allelic
frequencies were developed to investigate the variation across marker loci of
the within population diversity and the relationships between specific genetic
distances and divergence times (Goldstein et al. 1995; Shriver et al. 1995;
Kimmel et al., 1996). Works considered different mutation models including
non symmetrical mutation process (Pritchard and Feldman 1996; Kimmel et
al. 1996; Kimmel and Chakraborty 1996) and accounting for dependence of
the outcome of a mutation on allele length (Watkins 2006).

We extend these analyses to some variants of the Stepwise Mutation
Model, and to the case when population size has undergone changes in the
past. We focus on the distribution of coalescence times between alleles condi-

tional on the difference between alleles, and on the distribution of differences
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in repeat numbers in a set of alleles sampled from a population. We first
derive the joint distribution of coalescence times and of differences between
alleles. Then we show how the methods provide analytical solutions in the
cases when population size changes are modelled by a step function and the
mutation process is modelled by a geometric function, and how they allow
exact numerical results to be obtained for general mutation models and for

any model of population size variation.

2. Models and Methods

2.1. Background and notations

Modelling the mutation process of microsatellite took advantage of the
model devised for electrophoretically detectable alleles of genes coding for
proteins (Ohta and Kimura 1973). In the simplest version of the Stepwise
Mutation Model (SMM), the number of repeats of a microsatellite locus is
changed by +1 or —1 with equal probabilities if a mutation occurs (single
step SMM). In the following, we shall refer to the difference D in repeat
numbers between two alleles as the distance between these alleles. In a
diploid population of constant effective size N, the distribution of allelic
frequencies reaches an equilibrium such that the expected homozygosity can

be written:

1
Hom= ——— 1
om= TrsNg (1)

where p is the mutation rate. As usual we set

0 =4N pu.
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More generally, the probability that a pair of alleles exhibits a distance k was

shown to be equal to:

Pr(D = k) = 1120(1%_;1*20)%, 2)

where k can take any integer value (Wehrhahn 1975). A way to derive the re-

sult is to consider the probabilities Pr(D = k/g) that 2 alleles are at distance
k conditional on g, the number of generations to their Most Recent Common
Ancestor (MRCA). Under the single step SMM the generating function of

the probabilities takes the following (approximate) expression:

k=400
Z of x Pr(D =k/g) =e 29 x 291 a2(ota) (3)

k=—00

where o = ¢ (z real) stands for any complex number in the unit circle
(o] = 1). The second term is known to be the generating function of the
series It(2gp) where I is the modified Bessel function of the first kind. This
result is then combined with the distribution of Tj;rc4, the time to the

MRCA. For a population with constant effective size N it is:
Pr(Tyroa <t) =1-¢, (4)

when the time ¢ is expressed relative to population size and linked to the

number of generations g by:

g
t=——.
N, (5)

In the following, the definitions of ¢ and of 6 are related to the population
size at the present time (/Ny). We consider a monoecious diploid population,
with non-overlapping generations, random mating and a finite but changing
effective size. Effective size is assumed to be large enough for the continous

approximation to be used.
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2.2. Mutations

We assume the mutation process can be described by a generalized sym-
metrical Stepwise Mutation Model. If a mutation occurs, the number of
repeats of the allele may be changed by +r or —r, with equal probabilities
smy (3, m, =1). This model is characterized by the generating function:

M(a) = Zmr —(a"+ =) = Mg(z) = Zmr cos(rx), (6)

r>0 r>0

where o = €' (z real). In general M (a) would be complex, but for symmet-
rical models, it is real and equal to its real part we write as Mg(z). Both
forms in « or x are used for the generating functions found in the following.
The single step model is characterized by Mg(z) = cos(z). Another special
model is obtained assuming a geometric progression for the probabilities m,
with a common ratio ¢, ¢ < 1, so that m, = (1 — ¢)c¢"~! (Whittaker 2003).

The corresponding generating function (Watkins 2006) is:

Mp(z) (1 —¢)(cos(z) — ) 7)

1-2c cos(x) +c2’

Coping with a general mutation model is then straightforward, simply
replacing the expression (« + <) by the appropriate M (c) function in ex-

pressions like Eq. (3).

2.3. The joint distribution of coalescence time and of allele distance

We introduce a functional generalization of inbreeding coefficients in or-
der to deal with the joint distributions of coalescence times and of allele
differences. The approach follows the methods used to deal with migra-

tions between demes in a discrete infinite lattice (Malécot 1951, 1975, 1981;
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Kimura and Weiss 1964). It is an alternative to the combination of a priori
coalescence time distribution (given by Eq. 4 for constant population size,
or by Polanski et al. (2002) for time-dependent population size) with the
distribution of D conditional on coalescence times (Eq. 3 for the single step
SMM). It allows also extensions to the calculation of joint allele frequencies
among 3 or 4 alleles, as for higher order probabilities of identity between

genes (Gillois 1964, 1965; Chevalet et al. 1977).
(Figure 1)

We consider a random pair of alleles at generation (g), and the probability
P,(k) = Pr(D(g) = k,G < g) that these alleles derive from a common
ancestor gene G generations ago (with G < g), and that these alleles differ by
k repeats. Let N(g) be the effective size of the population at that generation.
We calculate the probability of such events for a sample of two alleles drawn
at the next generation (g + 1).

- With probability the two alleles are copies of a single ancestor gene

TIOL
in the g-th generation (Figure 1-A). If no mutation occurred (probability
(1 — ©)?) both alleles are alike and their distance is 0. If some mutation
occurred, the combined probability of the event is of the order of /N and
will be neglected.

- With probability 1 — 21\}%, the two alleles are copies of two different genes
in the g-th generation. Let k be the distance between these two ancestor
alleles, which happens with probability P,(k) for alleles that derive from a

single gene less than g generations ago. If no mutation occurred (probability

182



(1 — u)?) the two new alleles are at distance k (Figure 1-B). If one mutation

occurred (probability 2u(1 — p)) for one of the alleles, the two new alleles are

at distance k + r or k — r with probabilities £m, (Figure 1-C). In the same

way as we neglect terms in p/N, we also neglect contributions involving two

mutations (terms in p?).

Combining the different cases we can write:

Py (k)
— 1 P
2N(g) ¢
1
TR

(8)

) ((1—2,u +2,uZm, —T)-i—%Pg(k-i-T))) ,

where ¢, stands for the Kronecker function, equal to 1 if s = k, and 0 if

s # k.

An alternative way to derive these equations is to consider the second

order moments of allele frequencies. Let p; be the frequency of alleles with ¢

motifs, at some generation. Following the same reasoning one can calculate

the expectations of the products of allele frequencies p at the next generation,

conditional on the present allele frequencies {p}, to get:

E(pip; 4 {p})

1
IN PiPi+k00,k )
1
(1= o551 (1 = 20)pipit

2N
1 1
+ U ; mr(2pz—1‘pz+k + 2p1+7‘p1+k)
1 1
+ u ; mr(2pzpz+k_r + 2pzpz+k+r) ]
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Summing over all values of ¢ introduces the frequencies
fe= Zpipﬂ—k (10)
i

of pairs of alleles at distance k. Taking expectations in Eq. (9) provides the
same recursion as in Eq. (8). This alternative approach will be used in the
following to work on samples of 3 and 4 alleles.

This infinite set of Eq. (8) can be summarized into a single one, introduc-

ing the generating function of the series P,(k):

k=+o0

F(g,a) = Z o P, (k).

k=—00

Multiplying the previous equations by o* and summing up yields:

Flg+1,a)

£ =gy ((1 ~ 2u)F(g,0) + 2u§ijT<§of + 3G, a>)

1 1
_ Nt (1 - NG~ 2p(1 — M(a))> F(g,0), (11)

where M («) describes the mutation process (Eq. 6). We obtain a linear
recursion, similar to that describing the change with time of inbreeding coef-
ficients, and enriched with the description of the spectrum of possible alleles
carried by genes derived from a single one, g generations ago (F'(0,«) = 0).

Assuming that population size N(g) remains large enough, we can turn
to the continuous approximation, using the reduced time ¢ (Eq. 5). Equa-

tion (11) becomes an ordinary differential equation with respect to time ¢,

10
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for any value of a:

dF(t,a)  Np < No

i N@O \N@

+0(1— M(a))) F(t,a), (12)
where N (t) is the population size at time ¢. The solution of this equation is
the Fourier series based on the joint probabilities Pr(D = k, Tyrca < t):
F(t,Ot) = Zak PT(D =k, Tyrca < t) ,
k

so that:

™

1
Pr(D=Fk,Tyrca <t) = — Fr(t,z) cos(kx) dx , (13)

2r J_,

where Fg(t,z) stands for the real part of F (¢, ).

Equation (12) gives access to the joint distribution of D and Tyrca. We
first solve this equation in special cases, then derive the distribution of the
Trirca of two alleles conditional on their distance D and the marginal dis-

tribution of D.

2.3.1. Constant population size
For constant population size, N(tf) = Ny, solving Eq. (12) with initial
condition F' = 0 gives:
1 — o—t1+0(1-M(a))

Pt o) = 0 5m =iy

(14)

2.3.2. Variable population size

In order to deal with variable population size, we model the variations of
N(t) by a step function, or ’skyline plot’ (Pybus et al. 2000; Drummond et
al. 2005): let tg = 0 be the present time, 0 < t; <ty < ... < t; < ... < Iy the
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times in the past at which the population size underwent some change (Fig-
ure 2). In each interval (¢;,7;11) the population size is assumed to remain
constant and equal to V;, so that Eq. (12) can be easily integrated. This
approach can be used to approximate any function N(t) by an appropriate

step function.
(Figure 2)

Assume that t; <t <t;4.

One has to integrate the forward Eq. (12) along the intervals (t,t;),
(tj,tj—1),--. (t2,t1) and (¢1,0). Integrating from past time ¢ (at which we
set F'=0) to past time ¢;, we get:

N Lo (<t 1) (3 +0(1 - M ()
it e) = N; N+0(1 - M(a)) ’

since the size remains equal to /V; in the interval. Integrating along the next
interval (¢;,t;_1) a similar integration yields, taking now Fj as the initial

condition:

Ny 1—0b,;_
S R + bjlej(ta O!), (15)

Fj*l(taa): N L aiy
J— J—

where a’s and b’s are functions of a defined by:

No
bi = exp(—(tiﬂ — tz) (J,i) (17)

for 0 < i < I (noting that ¢;,; = oo and by = 0). Going on until the present

time to = 0 is reached, one gets the value of F(¢, a):
fOT tj < t < tj+1
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F(t,q) (18)

1—bo . Nol—b No 1—bj,
= — o | — i1 F; r))-
(g bt by (T 4 B () )

J

3. Coalescence times Thsrca conditional on allele differences D

In order to derive properties of the distribution of Th/rc4, we introduce
the Laplace transform of the function F(¢,a), setting (for u > 0):

) k=+o0
T(,u) = / e™ Y o dPr(D =kt < Taroa < t+ dt)
0

k=—o

* dF
= / et 7(15’ @) dt.
; dt

3.1. Constant population size

From Eq. (14), the Laplace transform is equal to:

1
T ltut0(l— M)

T (o, u)

From this expression, we can derive the Laplace transform Lj(u) of the dis-
tribution of T)src4 conditional on the distance being equal to k. Taking the

Fourier inverse we write:

T(a,u) =Y of Hy(u) =Y of Hy(0) Ly(u). (19)

In this expression, Hy(0) is the probability Pr(D = k). In the case of a
symmetrical geometric model, one gets explicit solutions for Hy(u) because
T (o, u) is a simple rationale expression in «, allowing the calculus of residues
to be easily carried out. For the single step model (Mg(z) = cos(x)), one

obtains:
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with 0 < a1(u) < 1 < ag(u). The inversion involves only two residues, at 0

and o4 (u). Eventually, the result for Eq. (19) is given as:

1w =5 5 (@) (20)

where

A(u)z\/<1+1—gu> —1; aq(u) = 1+1—gu—A(u). (21)

Setting u to 0 gives the values of Pr(D = k) (Eq. 2).
Equations (20) and (21) show that £ (u) is the product of |k| + 1 terms,
which proves that the time Thsrca , conditional on k, is decomposable into

the sum of |k| + 1 independent variables:
TMRCA‘]f:T()—{—Tl—i‘...—f—ﬂH. (22)

The Laplace transform of the first one is:

V1420
Pl = AW

and, if |k| > 0, the |k| additional variables share the same distribution given

by their transform:

L.(u) = (1+%+%\/1+2¢9)<1+ 1;“—A(u)>.

The densities of these distributions can be expressed using the I; modified
Bessel functions (Abramowitz and Stegun 1965, p 374; Feller 1971, pp 58,
503):

go(t) =V 1+ 20 ]O(Gt) 6_(1+9)t
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for T, and
L1 k| —(1+0)t
gk(t): (1+§+§ 1+29) 7 IW(O'IJ) e

for the sum T; +... +T};. Differentiating the Laplace transforms gives direct

access to the moments of these conditional distributions, for example:

1 1

1 1
1 1 1 1 1+6
T = - .
Var(Turoalk) 2T Tr2e2 T M =55 17200 Y

These results (Eq. 21, 22, 23 and 24) can be extended to the symmetrical
geometric model (7) with slight modifications through the replacement of 6
by:

6(1+c)+ 2c

00 = (1 — 0)2 )

in the calculation of o (0) (Eq. 21) and by the addition of a weight for the

case D = 0:
Pr(D = k) = 6 (1+c) 1 (1+06—\/1+206)|k‘, (25)
6 (1+c)+2c 1+ 20, 0.
for k # 0, and:
2 1
Pr(D =0) = ¢ o +c) . (26)

+ .
O (1+c)+2¢c 6 (1+c)+2c/1+26,

Il can also be noted that an approximation can be derived from Eq. (2):

1
Pr(|D| Sk)ﬁl—(l—\/T—o) exp(=k4/5), (27)

(k > 0) which holds for large values of 6.
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3.2. Variable population size

For variable population size, getting the conditional distribution is slightly
more complex. First one notes in Eq. (18) that only the last term depends

on time ¢, so that the derivative dF’/dt takes a simpler expression:

fOT tj < t < tj_|_1 (28)
dF(t, ) N, N,
— = bbb Fj exp (—(t - tj)(ﬁj +6(1— M(a))> :

This allows the Laplace transform 7 (o, u) to be given an explicit expression.
Integrating in ¢ from 0 to infinity involves the I + 1 intervals of time, to get:

I
T(CE, U,) = 7/)]

J

<.
Il

exp(—ut;) — b; exp(—utji1)
U+ a;

: (29)

Z|z

I
<]

where 1 = 1 and 9; = bgb;...b;_; for j > 1. From this, moments of the
conditional distribution of T3;rc4 can be obtained from the derivatives in u

of T(a,u). For example, from Eq. (19) we can write:

g%(a, 0) = Zk:ak H,(0) %(0).

Then taking the Fourier inverse gives:

ac
E(TurcalD = k) Pr(D=k) = Hy(0) —=(0) (30)
_ L [Tk
= 5% ) ou (z,0) cos(kx) dx

Obtaining the result requires in general to carry out a numerical inte-
gration; this holds for the moments of the distribution as well as for the

distribution itself using Eq. (13) with F' defined by Eq. (18).
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(Table 1)
(Figures 3 )

Effects of a systematic change in population size on the conditional cu-
mulative distributions of Th;rca are illustrated in Figure 3, considering ex-
ponential changes. Table 1 gives the probabilities of the different conditions
illustrated in Figure 3. Figure 4 shows the conditional expectations (Eq. 30)
under the same conditions. Figure 5 is similar to Figure 4, for scenarii in-

volving a transient reduction of population size (botteleneck).

4. Distribution of distances between alleles in a finite sample

The preceding analysis gives a complete description of the distributions
involved with two alleles. To get insights into the distribution of larger
samples of alleles we look at the distribution of distance frequencies between
alleles and at the possible extensions to samples of several alleles.

Numerical calculations of probabilities Pr(D = k) are obtained from
Eq. (18) with ¢ = 0o (so that j = I for the case of variable population size),
or from Eq. (29) at u = 0.

4.1. Within population distribution of distances between alleles

The distribution of absolute differences |D| in repeat numbers between
alleles and of their squares allow global measures of diversity to be defined,
for example the stepwise weighted genetic distance (Dy,,) of Shriver et al.
(1995), and the Average Squared Distance (ASD) of Goldstein et al. (1995).
Another way to characterize the genetic diversity is to consider the frequen-

cies of pairs of alleles that show a distance equal to k, the ” Py, distribution”
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considered by Shriver et al. (1997). We use here the notation f; (Eq. 10),
noting that the Py value of Shriver et al. (1997) is equal to 2 f; for k > 0, so
that : fo+2) .0/ =1.

In practice, such measures are calculated from a sample of alleles drawn
from the population. However, we will only consider here their population
values, as if based on an exhaustive sampling. At the population level, the
within population measures of diversity corresponding to Dy, and ASD can
be written as:

Di=) 2kfi; Da=) 2k fi

£>0 k>0
Their expectations depend on the probabilities that two alleles are at some

distance:

E(Dy)=E(ID|) = ) kPr(ID|=k),
E(D,)=E(D? = Y K Pr(|D|=k).

k>0
For a constant population size, Eq. (25) and (26) allow exact results to be

obtained for the geometric model:

B(D) = B(D|) = e E(DY),
E(D,) = E(D? %9 : (31)

A generalization to any mutation model is:
E(D?) =6 M?(1).

where M®)(q) is the second derivative of the M(a) function (Kimmel and

Chakraborty 1996).

18

192



Obtaining the variance of these measures (their variance over a set of ge-
netically independent loci) needs considering second moments, hence proba-
bilities involving four alleles drawn from the same population. Expressions
for the variance of Dy were obtained by Pritchard and Feldman (1996) and
by Kimmel and Chakraborty (1996), giving:

4 1
VGT‘(DQ) = g 92 + g 0 (32)

for the single step SMM in a population of constant size. We consider in the

next section the general calculation of the second moments of frequencies f;’s.
(Tables 2 and 3)

Imbalance indices.

Global measures of diversity have been used to search for indication of
population size changes. Using the expressions relating the theoretical pa-
rameter # to observable quantities provide various estimates of it: # may be

estimated from homozygosity Hom (Eq. 1), or from D, (Eq. 31 with ¢ = 0):

N 1 1

- = 1
o Q(Hom2 )
éQ == DQ.

This suggested using an imbalance index defined as the ratio of both estimates

- or its natural logarithm:

~ ~

i2 = In(fy) — In(6y),

to check for departure from constant size (Reich et al. 1999; King et al.
2000; Bobrowski and Kimmel 2004). Using the D; measure suggests another
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estimate of 0,

él = D1(D1 + \/’D%-{- 1)

and allows another imbalance index to be defined:
11 = ln(él) - ln(éo)

Given the mutation rate, the three measures: homozygosity, D; and D,
provide three values N(0), N(1) and N(2) of population size. Effects of pop-
ulation size changes on imbalance indices are illustrated in Table 2 for the
cases of exponential increase or decrease of population size as considered in
Figure 3. Effects of a recent or ancient bottleneck are outlined in Table 3.

Two mutation rates were considered (0.001 and 0.0001) in these tables.
(Figures 4 and 5)

The ” P, distribution”

The previous results allow the effects of population size changes on the full
? Py, distribution” to be considered. One can generalize the idea of imbalance
indices, characterizing the shape of this distribution by estimates of # - or
of effective size - for each value of the distance between alleles. Under the
single step SMM (Eq. 2), all ratios Pr(|D| = k+ 1)/Pr(|D| = k) are equal
to a1(0) (Eq. 21) and linked to 6 according to this equation. For a general
Py distribution, each ratio Pr(|D| =k +1)/Pr(|D| = k) can be used to give
a special value of 6 (or of population size) that depends on k.

Results are shown in Figures 4 and 5 for cases of population size changes.

In Figure 4, only conditions such that Pr(|D|= k) > 0.01 are considered, as
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in Table 1.

4.2. Correlations between pairs of alleles

The frequencies of pairs of alleles at distance k, as defined by the f;’s
(Eq. 10), are not independent variables. The expected value of a product
fr [s is equal to the probability that among the four alleles A, B, C and D
considered in two pairs, the first two alleles A and B are at distance £ and
the last two alleles C and D are at distance s. The two events considered
in this joint probability are not independent since the four alleles belong to
the same population and derive from a common ancestor. Such relationships
generate correlations between these f; frequencies.

These correlations can be experimentally observed in a survey involv-
ing several marker loci sharing the same mutation process. Getting their
expected values provides the variability of the diversity measures between
loci, which permits determining the number of independent loci needed to
get estimates of parameters with some precision, or to test departure from a
demographic hypothesis with some confidence.

The way to get Eq. (8) from the expectation of frequencies f (Eq. 9
and 10) can be generalized to samples of four alleles, allowing the covariances
between two frequencies fi and f; to be derived. As in Eq.(9), let p; be the
frequency of alleles with ¢ motifs at some generation, and p; their frequency
at the next generation. In this next generation, the product f; f. can be

written as:
fe fs= E E p; p;—i—k p} p;'-i-s‘
i J

In each term of the sum, the four alleles may derive either from 3 different
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alleles of the previous generation (there are 6 combinations, each with prob-
ability 1/2N) or from 4 different alleles (probability = 1 — 6/2N), assuming
that no more than 1 coalescence event may happen. We obtain:

1

E(p; Pisk P Pies/ 1PY) = 555 (00 Di Pj Pies + iy Pi Picek Pies
+ four similar terms )
6
+ (1= 55) ( (1=48) pipivs P Diss

1 1
+ u [Z mr(§ Di—r Pi+k Pj Pj+s T+ 9 Ditr Pitk Dj pj+s)

+ three similar terms | ).

Summing in ¢ and j introduces the values of fi, fs, fxir, of their products
fe fsy fx fs+rs--- in the previous generation and sums of products involving
three genes, such as ). pi pitk Piys. Taking expectations gives a series of
equations in the expected values of products, Hy s = E(fx fs), and introduces

the quantities:
Oks = E(Z Di Ditk Dits)-
i

Ok,s is the probability that in a sample of three alleles A, B and C, the
distances are equal to k£ between A and B and to s between A and C. As

before, we turn to the generating functions (o = €@, 3 = e¥; x, y real):

k=400 s=+o00

H(,f) = Y Y oF H,,

k=—00 $s=—00
k=400 s=-+o0

G(a,8) = Z Zakﬁsgk,s,

k=—00 $=—00

and write the change of G and H after one generation:

Gl(a,ﬂ) — (1 — % — 3M)G(aa B)
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+ p(M(a) + M(B) + M(af)) G, §)

i % (F(a) + F(B) + F(ap)),

H(a,8) = (1- % —4p)H (e, B)

+ w(2M(a) +2M(B)) H(e, §)
+

: |
oy (F@) + F(8) +26G(e ) +2G(a, ).

In the case of a constant population size, the ultimate values of H(a, 3),

G(a, B) and F(«) are given by:

) _ 1 F(a)+ F(8) +2G(a, 8) + 2G (o, 1/8)
H(a,B) = 6 1+ 81— 3(M(a) + M(B))
Cap - L F(a) + F(B) + F(af))
) 31+ 21— L(M(a) + M(B) + M(af))
Fla) = :

The symmetry (His = HWM) allows the inversion formula to be simplified

as:

E(fx fs) = His = L /7r ) Hg(z,y) cos(kx) cos(sy) dx dy,

an2 | . ),
where Hg(x,y) stands for the real part of H.

This provides the way to obtain the correlation structure of the distance
frequencies f; by numerical integration. However, since H(a, 3) is a rationale
expression in « and in 3 for the geometric mutation model, it would be
possible to get an analytical expression of E(fy fs). More easily, the variance

of D, can be derived analytically from the equilibrium value H. Noting that:

k=400 s=+o0
Dy= Y. > KNk,

k=—00 8§=—00
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the expectation of the square of D, becomes:

k=400 s=+o00

ED) = Y. > KSE(f)
k=—o00 s=—0o¢
s
H
= L(l, 1).
002032
Differentiating, and setting o = =1, we get:

B(D3) = T OMOQ) + 304 MO +5MO1) + MOW),  (33)

where M) M®) and M® are the second, third and fourth derivatives of
the M function. Under the single step model (M(a) = 3(« + 1/a)), this
leads to Eq. (32).

(Figure 6)

Figure 6 shows the structure of the correlation matrix, for some values of the

f parameter.

4.3. Distance frequencies among 3 or 4 alleles

The previous analysis showed that obtaining the variances and covari-
ances of distance frequencies f; needed that probabilities of states among

three and four alleles are known. We already introduced the quantities
Grs = E(_DiPivk Dits)
i

which give the frequencies of triplets of alleles showing distance differences
of k and s. Deriving the corresponding recursion formula followed the same

line as for pairs of alleles, noting that three sampled alleles may be copies of
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two or three alleles in the previous generation. Considering the variances and
covariances of fi’s led to the introduction of special fourth order moments.

More generally, one can derive the expectation of sums involving 4 alleles:

Kisw = E()_ i Ditk Diss Pio)
i
to get the expected frequency of quadruplets of alleles showing distance dif-
ferences equal to k, s and v. Setting
k=400 s=40c0 v=+400

Z Z Z akﬁs UE Z Di Pi+k Pi+s pz—H))

k=—00 §=—00 v=—00

the same reasoning as before leads to the following recursion for the transform

K between two generations:

6

K,(a,ﬂ,’Y) = (1_ﬁ_4u) (O[,ﬂ,")/)

p (M) + M(B) + M(y) + M(aB7)) K (, 3,7)
5 (G(B.7) +G(a,7) + Gle, 9)
+ G(ap,7) + G(ay, B) + G(a, B7) ).

_+_
+

Combining this equation with those in F' and in G (previous sections)

and rewriting as differential equations, we have the complete system:

TE = v (g oo - me) Fee)
dG(tC,i;x, B _ Jé\?;) (F(t,0) + F(t, 8) + F(t, o))
dK(t,CtlJ;, By _ ]é\@) (G(t, 8,7) + G(t,,7) + G(t, o, B)

+ G(t,aB,7)+G(t ay,B) +G(t, o, B7))
Ny 0 M(a) + M(B) + M(y) + M(aBy)
6 (Wﬁ 31~ ]
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In addition, one may write the equation in H for the expectations of products

of frequencies:

dH(t,O!,,B) _ NO

- = N0 (F(t,a) + F(t,8) + 2G(t, o, B) + 2G(t, «, %)

Ny 6 M(a) + M(B)
B G(N(t) LI

)) H(t, o, B).

Although cumbersome, it would be possible to get an explicit solution
of this system if population size changes are modelled by a step function.
Solving it between two times 0 and ¢, starting from initial ¥, G and K
zero values, would provide the joint probability that a set of 4 alleles shows
distance differences of k, s and v and that their Th;gc 4 is smaller than ¢.

Retrieving the values of Gy s and Ky s, is obtained from the inversion of
G(t,o, B) and K(t,a, f,7). The symmetry Gy, = G_ _s makes it possible

to write the inversion formula as:

1

Gust) = 15 | [ Gnlt.w.v) coslho + sy) dody,

and allows all values to be expressed from those defined with (s, k) = (0, 0);
(0,k),k > 0 (with 6 equiprobable combinations); (0, k, 2k),k > 0 (6 combi-
nations) and: 0 < s < k (s < k/2) (12 combinations). Similarly, the Iy s,
values need a triple integral:

1

Kk, s0(t) 33

/ / / Kg(t,z,y, 2) cos(kx + sy + vz) dz dy dz.

5. Discussion

We have obtained results that allow the distribution of coalescent times

between microsatellite alleles to be better known, analytically in the case
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of constant population size, and through numerical integration in more gen-
eral cases when population size has changed in the past. In the first case,
we showed that the Thrrca conditional on D = k was the sum of |k| 4+ 1
independent terms (Eq. 22). Although restricted to the case of constant
population size, this qualitative behaviour seems quite robust to population
size changes (Fig. 4 and 5) except for the first few terms if the population
has undergone a strong and recent size decrease. From Eq. (23) and (24),
the ratio of the difference between expectations of two successive distribu-
tions (E(Tarcalk + 1) — E(Tyrealk)), to the standard error of (Thrrcalk)
is a decreasing function of k and of #, taking its maximum (= 1/4/2) for
small § and approximately equal to: 1/4/6 + k\/ﬁﬁ for large 6. While the
mean and variance of conditional variables (Tysrca|k) increase with k, their
distributions become more and more overlapping, so that distances between
alleles provide weak information on the structure of the coalescence tree of a
set, of alleles.

In the case of population expansion (Figure 3-A, 3-B, 3-C) coalescence
times tend to show an upper limit, as far as only common situations are
considered (such that Pr(|D| = k) > 0.01). In parallel, at least for fast
expansion (Figure 3-B and 3-C), all the conditional Tjsgc4 show a minimal
value linked to the recent expansion that makes recent coalescence unlikely,
even for homozygous pairs of alleles (Th/rc4|0). In the case of a regular (ex-
ponential) reduction of population size (except for very low rate of decrease,
Figure 3-D), one observes a mixture of the conditional distributions (Figure
3-E and 3-F): pairs of alleles with small distances (0, 1, ...) are the most com-

mon and show a small Ty;rc4, while for larger k£ values the distributions are
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quite similar to those expected for the large ancestral population size. This
may give access to the ancestral size from the distribution of the frequencies
fx, for largest k, provided the mutation rate is large enough for making these
large k values observable or the number of markers is large enough for rare
events to be observed. On the contrary, a very slow decrease (Figure 3-D)
would not be observable since almost all coalescence events occurred when
the population size was small. We discuss in the following how these features
could become observable, using our results on the ” Py distribution”.

In previous works on microsatellite diversity, focus has been mainly given
to the value of homozygosity (the value of Pr(D = 0), Eq. 1) and to global
indicators of population expansion such as the imbalance index (Reich et
al. 1999; King et al. 2000). Table 2 shows how the expected values of
indices behave, so that 12 < 71 < 0 in the case of a growing population,
and 2 > 71 > 0 if population size has undergone a reduction in the past.
Tables 2 et 3 show how these measures are less sensible to very fast growth
or to very slow decrease (Table 2-C and 2-D). Effects of a recent or ancient
bottleneck are outlined in Table 3, showing that except for a recent and severe
bottleneck (Table 3-B) the effects of a transient bottleneck are not clear, since
indices are low. In these Tables, two mutation rates were considered (0.001
and 0.0001) and showed the greater efficiency of more variable markers to
detect variations of population size. However, a statistical analysis remains
to be carried out to check the efficiency of these indices to detect reduction of
population size. In addition to these indicators, we have also considered the
complete distribution of distance frequencies to check how it depended on

demography. Extending the idea of imbalance index is illustrated in Figures
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4 and 5 (curves with gray squares). The results suggest that, depending on
the rate of decrease of population size, it is more or less feasible to access the
size of the ancestor population (Figure 4-E, 4-F) or impossible if the decrease
is very slow: in the case of Figure 4-D, only the current size is accessible
because it is unlikely to observe alleles distant enough for their Ty;rca to be
representative of the ancestor population. On the other hand, only rather
slow increase of population size seems detectable (Figure 4-A, 4-B), while
accessing the value of the ancestral population size remains unlikely. Effects
of a bottleneck could be observed with the same criterion, mainly through
an increase of the expected homozygosity relative to the rate of decrease
of the probabilities Pr(D = k) (Figure 5-E). This effect is extended to the
first values of k if the bottleneck is strong enough (Figure 5-A, 5-B). One
notes that the effect of a recent bottleneck is similar to a medium or very
fast regular decrease (Figures 4-E and 5-B, 4-F and 5-A). If the bottleneck
is more ancient (Figure 5-C, 5-D), only strong ones should be detectable. In
addition Figure 5-D indicates that such a bottleneck prevents one to access
the size of the ancestor population, even if the analysis suggests that the
population had suffered a transient decline of its size. Assuming a mutation
rate lower than that used in Figures 3, 4 and 5 (4 = 0.001) makes the signals
less clear (Tables 2 and 3, second lines calculated with p = 0.0001). For
example, the effect of a strong recent bottleneck (Figure 5-B) would look
like the effect expected from a short bottleneck with higher mutation rate
(Figure 5-A). With a lower mutation rate, accessing the ancestor population
size would need a larger number of markers.

The previous results were concerned only with expected values. Extend-
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ing the analysis to samples of 3 and 4 alleles allowed us to derive the co-
variances between pairwise distance frequencies and the variance of the Dy
(Eq. 33) for a general mutation model. As seen in Figure 6, where the coef-
ficients of correlation are given for values of k£ and s up to about 3 /1 + 26,
the correlation matrix shows a strong structure independent of 6, after nor-
malization. In particular, negative covariances occur between, on the one
hand the frequency fy (and frequencies fy with small &, when 6 is large), and
frequencies f,, with s of the order of v/1 + 26. This may correspond to the
approximation given by Eq. (27). The variances of distance frequencies fj
decrease with k, in a fashion which is approximately exponential, except for
the smallest values of k. An empirical approximation can be proposed from

the numerical calculations:

Var(fi,) ~ 0.053 671 exp(—k ;)

This strong covariance structure should be important to be taken into account
in order to develop statistical analysis aimed at detecting population size
variations based of the ” P, distribution”, in the same way as the variance
of Dy was necessary to get the power of tests based on the imbalance index.
If the pairwise distance frequencies f; are obtained from a finite sample of
alleles, additional terms must be added to the expression given above for the
second moments of Dy and of the f;’s. Their calculation makes use of the
general probabilities Ky 5, defined for subsets of 4 alleles (not shown).

As far as numerical integrations are needed, there is no limit to the choice
of a mutation model, provided the mutation rate of an allele does not depend
on its size and there is no constraint on the number of microsatellite motifs.

The assumption of symmetry in our setting (Eq. 6) is in fact not needed,
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as quoted by Kimmel and Chakraborty (1996). On the contrary, any de-
pendence of the mutation rate on the size of the allele (Watkins, 2006) or
constraints on the range should need a different approach. The recent anal-
ysis of Sun et al. (2009) suggests however that ignoring range constraints
does not seem a critical assumption, even working for rather large generation
numbers. Changes in population size was modelled using only the ’skyline
plot’, because it allows analytical derivations of the generating functions (Eq.
28 and 29) and limits the need for numerical integrations to the last step in
order to recover probabilities. Modelling changes of size by piecewise linear
demographic functions is an interesting alternative developed by Heled and
Drummond (2008) in the same context. When considering linear trends in
our framework, integrating Eq. (12) along linear pieces leads to recursions
involving modified partial Gamma integrals, instead of the simple explicit
formulae (15), (16) and (17). It seems more efficient to split a linear piece
into successive steps, then apply expressions (28) and (29). Our results are
restricted to samples of 2, 3 and 4 alleles. Extending the approach to any
sample size does not seem feasible, for two reasons. First, the usual assump-
tion that zero or only one coalescence event may happen each generation is
not valid for a large sample size (the assumption is that the square of the
sample size is small with respect to the effective size of the population). Sec-
ond, even with low values of the sample size, huge combinatorial problems
arise. As a consequence, the joint distribution of the numbers of alleles of
each type cannot be given a concise analytical expression for current sample
sizes.

Recently, a similar work was developed concerning the analysis of the
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number of segregating sites, corresponding to the Infinite Sites Model for
mutations, which can be convenient to deal with clusters of tightly linked Sin-
gle Nucleotide Polymorphism (SNP) markers (Notohora and Umeda 2006).
These authors developed also the joint distribution of the coalescence time
and of the number of segregating sites, and extended their results to cope
with the effect of population structure (island model, stepping stone model).
The present analysis devoted to microsatellite markers would also deserve
such extensions. In particular, its extension to some versions of the step-
ping stone model (infinite one- or two- dimensional discrete lattice), should
be technically feasible with the use of Fourier-like transforms in the spatial

variable.
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Figure 3. Cumulative distribution of the Time to the Most Recent Common Ancestor,
conditional on the difference D between alleles, after exponential growth or decrease of
population size.

Definition of the six considered cases:

A, B, C: exponential growth from N=100 to N=10000 with 10000 (A), 1000 (B) or 100 (C)
generations and a mutation rate at u=0.001.

D, E, F: exponential decrease from N=10000 to N=100 with 10000 (A), 1000 (B) or 100 (C)
generations and a mutation rate at u=0.001.

Abscissa: time in the past (number of generations).

Ordinates: straight lines are the conditional distributions for increasing values of D from left
to right. Only values of k such that Pr(|D|=k)>0.01 are reported (see Table 1); black lines
with points are the unconditioned distribution; light gray lines are the population size divided
by 10000 (the largest values).
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Figure 4. Effects of population size changes on the expected values of Tyrca and on effective
size conditional on the distance D between alleles. Cases A to F as defined in Figure 3. Only

conditions such that Pr(|D|=k)>0.01 are
Abscissa: distance k between two alleles.

reported.

Ordinates: black diamonds are expected values of Tyurca conditional on k (number of
generations in the past); gray squares are effective population size; derived from the ratio

fra/f (See the text).
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Figure 5. Effects of a bottleneck on the expected values of Twurca, On effective size
conditional on the distance D between alleles and on the frequencies fy.

Figures 5-A, 5-B, 5-C, 5-D: Abscissa and Ordinates as in Figure 4.

Figure 5-E: abscissa is the distance k between alleles; ordinate is the frequencies fy.

Definition of the four considered cases:

Present and ancient population sizes are No= N,=10000 in the four cases. The mutation rate is
set to p=0.001.

Cases A and B: recent bottleneck with reduced population size set to N;=1000 from
generations 200 to 300 (A) or from generations 200 to 1200 (B) in the past.

Cases C and D: ancient bottleneck with population size set to N;=1000 from generations 5000
to 5100 (C) or from generations 5000 to 6000 (D) in the past.
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Figure 6. Coefficients of correlation between pairwise distances of allele frequencies f, and f;
under constant population size.

Horizontal coordinates: the distances k and s between alleles.

Ordinates: the coefficients of correlations corr(fy, fs). For each value of k (the left coordinate),
the Figure shows the values corr(fy, fs), s= 0,1,... as a function of s (the right coordinate).
Definition of the four considered cases:

(A): 0 =4, distances from 0 to 8

(B): 6 = 8, distances from 0 to 11

(C): 6 =12, distances from 0 to 14

(D): 6 = 16, distances from 0 to 16
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Table 1. Expected frequencies of pairs of alleles at distance (z k) in the six cases considered
in Figure 3. Only the frequencies larger than 0.01 are shown. The last line gives the total of

remaining smaller frequencies (fy).

k B C D E F
0 0.1673 0.3500 0.6565 0.7373 0.5536 0.1947
+1 0.2730 0.4196 0.2892 0.2203 0.1790 0.1638
+2 0.2041 0.1655 0.0463 0.0350 0.0642 0.1284
+3 0.1414 0.0496 0.0419 0.1026
+4 0.0916 0.0122 0.0324 0.0821
+5 0.0557 0.0258 0.0657
+6 0.0320 0.0206 0.0525
+7 0.0175 0.0165 0.0420
+8 0.0132 0.0336
+9 0.0106 0.0269
+10 0.0215
+11 0.0172
+12 0.0138
+13 0.0110

Total

smaller f 0.0174 0.0032 0.0080 0.0074 0.0422 0.0441

Table 2. Expected imbalance indices (i) in growing (A, B, C) or decreasing (D, E,

populations with a mutation rate at u=0.001 (First line) and at p=0.0001 (Second line).

Cases A to F as in Figure 3.

il i2 il i2
A -0,519 -0,698 D 0,019 0,045
-0,200 -0,356 0,003 0,009
B -0,455 -0,680 E 1,733 2,538
-0,046 -0,115 0,679 1,279
C -0,086 -0,170 F 0,952 1,052
-0,007 -0,019 0,227 0,308

F)

Table 3. Expected imbalance indices (i) after a recent (A, B) or ancient (C, D) bottleneck with

a mutation rate at u=0.001 (First line) and at u=0.0001 (Second line).
Cases A to D as in Figure 5.

i1 i2 il i2
A 0,311 0,347 C -0,007 0,001
0,101 0,134 0,009 0,018
B 0,789 1,057 D -0,107 -0,066
0,460 0,723 0,007 0,055
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Cette partie est dédiée aux données qui n’ont pas été présentées au sein du troisieme
article intitulé « Distribution of coalescence times and of distances between microsatellite
alleles with changing effective population size ». Le premier paragraphe concerne des
données complémentaires sur I’étude des temps de coalescence T, selon la distance D entre
alléles ; le second paragraphe concerne des détails mathématiques supplémentaires a I’article

pour une meilleure compréhension de certains passages d’une équation a I’autre.

3.1. T selon la distance D

Dans cet article ont été presentés les cumuls des P(T|D,N,M) pour seulement D égal a
zéro (P(T|D=0,N,M)), car les distributions se comportent de la méme fagon sur tous les D,
comme vous pouvez le voir sur les figures ci-dessous représentant les résultats de P(T|D,N,M)
avec différents scénarios et un taux de mutation M a 0.0003 (taux de mutation trouvé pour les
populations étudiées par les 37 marqueurs nucléaires microsatellites). Du scénario A a D,
I’intensité du goulot d’étranglement est de plus en plus forte sur la durée (A par rapport a B,
puis C a D) et en intensité (A par rapport a C, puis B a D). Les distributions P(D|N,M,T)
traduisent I’histoire de la population puisque le goulot d’étranglement est perceptible et se
traduit par une diminution de la variabilité du a I’augmentation des processus de coalescence

(fusion) entre alleles au moment du goulot.
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Figure 111-22. Distribution des temps de coalescence T conditionnés par D, N et M pour le
scénario A. Le scénario A retrace une population ayant subi un goulot d’étranglement d’un
rapport 1/2 (passage de 10 000 individus a 5000) pendant 50 générations: NO et N2=10 000,
N1=5000, et I’intervalle T1-T2=50.
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Figure 111-23. Distribution des temps de coalescence T conditionnés par D, N et M pour le
scénario B. Le scénario B retracant une population ayant subi un goulot d’étranglement d’un
rapport 1/2 (passage de 10 000 individus a 5000) pendant 1000 générations: NO et

N2=10 000, N1=5000, et I’intervalle T1-T2=1000.
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Figure 111-24. Distribution des temps de coalescence T conditionnés par D, N et M pour le
scénario C. Le scénario C retracant une population ayant subi un goulot d’étranglement
d’un rapport 1/20 (passage de 10 000 individus a 500) pendant 50 générations: NO et
N2=10 000, N1=500, et I’intervalle T1-T2=50.
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Figure 111-25. Distribution des temps de coalescence T conditionnés par D, N et M pour le
scénario D. Le scénario D retracant une population ayant subi un goulot d’étranglement
d’un rapport 1/20 (passage de 10 000 individus a 500) pendant 1000 générations: NO et
N2=10 000, N1=500, et I’intervalle T1-T2=1000.
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3.2. Détails mathématiques supplémentaires d’une équation a I’autre

Les numéros des équations sont ceux correspondant a I’article 111 de ce mémoire.

3.2.1. Passage de I’équation 8 a 10

Equation 8 :
1 1 *
F(g+1,a)=m+£l—m—2ﬂ(l—lvl(a))j F(g,a)
Développement :
F(g+1 a)=L+(l—;—2,u+2,uM(a)]*F(g @)
7 2N(g) 2N(g) o

_— . - 1
Comme on a dans I’idée de faire apparaitre &, on met en facteur >

N(9)

1

—Wg)mm(g)ua—M(a)))J*F(g,ar

F(g +1,a)=ﬁ(g)+(l

On introduit le temps réduit (t = g/2N,) en écrivant dF/dt, avec dt =1/2N,, qui revient a
écrire la différentielle des F

F(o+la)-F(g,a) _ 1 1 3 *
1 _ZN{ZN(g) 2,\l(g)(14r4N(Q)/l(1 M(a)))j F(9,2),
2N,

F(g+La)-F(g,2) _ N, _( N,
1 N(g) (N(9)
2N,

+6(1-M (a))))* F(9,a).

Equation 10 :

dF(ta) _ No (N
dt N() (N

Ty (a))J* Ft,@).

3.2.2. Passage de I’équation 10 a 12 (taille constante)

Equation 10 :

dF(t,e) _ N, (N

. NGO 0 +9(1—M(a))j*F(t,a).

N (©)
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Développement :

Comme nous travaillons sur taille constante, I’équation 10 N, = N(t) devient une équation
avec second membre constant :

W —1-(1+6(1-M () *F (t,a),

F'(t,a) +([1+0(1-M(a)))*F(t,a)=1.
Pour passer au premier membre, nous la considérons égale a zéro
F'(t,a) +([1+0(1-M(a)))*F(t,a) =0,

F'te) B
i) 1+6(1-M(a))).

Pour simplifier, nous écrivons
1+01-M(a))=a.
sachant que

logF =—at + K (K étant une constante),

ce qui donne
F = Kexp(-at) = 1 + K exp(-at),
a
et comme
1
K=-=,
a
nous obtenons
Fo 1—exp(-at) .
a

Equation 12 :

1—exp(-td+ 61— M ()))

P = - M@)

3.2.3. Passage de I’équation 10 a 13 (taille variable)

. N N
Nommons dans I’équation 10, a=—2- et b= —>+6(1-M(a)) :

N () N ()
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dr(t,a) _

a+b*F(t,a).
ot (ta)

Le premier membre de cette différentielle s’écrit alors :

F(t,a)=-alb,

et le second membre avec la variable muette 7 :

aF(.9) | ey =0,
T
ch(er, %) _ bF(r.a)

Lorsque I’on intégre sur le second membre, on obtient :
In(F(r,a))=-br+K,
F(r,a) = Kexp(-b7).

Si on se place tel que la représentation ci-dessous :

-t ]

F=0 F
La constante vaut :

F(t,a) =%+ K exp(bt) =0,

K= —%exp(—bt) :

Ce qui donne la solution :

. a a .
Fj,a) = E - E exp(—bt) *exp(btj) ,

F(tj, ) = %— (1—exp(=b(t —tj)).
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Face a la croissance économique mondiale amenuisant les ressources vivantes utilisées
et les palliers trophiques sous-jacents, certaines solutions peuvent étre trouvées pour protéger
et conserver ces ressources dés lors que nous pouvons établir des constats d’état. Les
évolutions démographiques sont régulierement utilisées pour révéler I’état de ces ressources.
Cependant ces estimations peuvent étre difficiles d’accés dans des milieux de grandes
dimensions, avec peu de visibilité et/ou hostiles. C’est le cas des stocks des espéces
halieutiques. Pour pallier ces difficultés, différentes techniques ont vu le jour pour prévoir
leurs chutes et anticiper les crises économiques. Mais il n’y a que trés peu de temps que
I’estimation des stocks a été reliée au concept de biodiversité. Le terme de biodiversité est
apparu en 1985 sous la plume de Walter G. Rosen (Meine et al. 2006). 1l désigne la diversité
des organismes vivants a plusieurs échelles, avec la diversité des génes, des especes ou encore
de I’organisation et de la répartition des écosystémes. Avec la prise de conscience de
I’extinction des espéces au cours des dernieres décennies, il est trés utilisé depuis 1986. Il
laisse transparaitre que la survie de I’espece humaine dépend de la diversité des autres
organismes vivants et que I’on ne peut pas se détacher du milieu qui nous entoure. Rien n’est
cloisonnable, tout est complexement lié. Nous ne pouvons pas ainsi négliger qu’estimer cette
biodiversité seulement par le dénombrement d’espéces ou d’individus ait une grande part

d’incertitude.

Pour pallier cette part d’incertitude, les parametres reflétant la taille et la viabilité
d’une population peuvent s’avérer d’une grande utilité. Ces parameétres sont pour la plupart
issus de I’information contenue dans le matériel génétique. Le matériel génétique, code gérant
le développement et I’organisation d’un individu, évolue suivant I’histoire de la population a
laquelle il appartient et de ses capacités d’adaptation au milieu environnant. De ce fait, il peut
étre utilisé pour retracer I’histoire d’une population, accéder a sa viabilité et son évolution
dans I’espace-temps. Parmi les paramétres génétiques reflétant cette viabilité, se trouve la
taille efficace (Ne). Elle est régulierement mentionnée comme étant primordiale en
conservation car elle donne une idée du niveau d’abondance et de I’état de santé d’une
population. Vu sous le regard évolutionniste, I’état de santé représente la capacité de réaction
et donc d’adaptation d’une population face a un évenement soudain dans son milieu. La taille
efficace est liée aux taux de perte de diversité génétique, de fixation d’alléles déléteres et de
I’efficacité de la sélection naturelle a maintenir les alléles avantageux (Berthier et al. 2002). Si
cette taille efficace subit une diminution trop élevée, la perte de variabilité génétique résultant

de la force de dérive génétique devrait mettre I’espéce ou la population en risque d’extinction,
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puisque le matériel nécessaire sur lequel opére la sélection est perdue. Ne peut donc étre un
outil important pour accéder au statut de vulnérabilité des populations (Mace & Lande 1991).
Des tailles efficaces minimales ont été proposées pour maintenir les populations. Ne = 50 a
été suggéré pour minimiser les effets négatifs de la dépression consanguinité et Ne = 500 pour
conserver suffisamment de possibilités d'évolution (Franklin 1980; Lande 1988; Franklin &
Frankham 1998; Lynch & Lande 1998). Le rdle des facteurs génétiques dans I’extinction des
especes a été controverse notamment depuis le papier de Lande (1988). Néanmoins
récemment, les preuves de la contribution des facteurs génétiques dans le risque d'extinction
ont été regroupées et confirmées (Frankham 2005). Parmi ces preuves, on retrouve la
dépression consanguine et la perte de la diversité génétiqgue comme facteurs augmentant le
risque d'extinction. L’auteur confirme méme que si la caractérisation génétique n’est pas
incluse dans les projets de conservation pour évaluer I’état des populations, le risque
d'extinction de la population ou de I’espece sera sous-estimé, et les stratégies de restauration
inappropriées. Estimer I’état des stocks a partir d’un parametre génétique tel que la taille

efficace semble étre indispensable pour appréhender le devenir d’une population.

Malgré les progrés en biologie moléculaire, en statistique et en bioinformatique,
I’estimation de la taille efficace continue de rencontrer des difficultés face aux bases
génotypiques hétérogénes et aux forces évolutives qu’elle fait intervenir. Lorsque I’on
cherche a intégrer la taille efficace dans un projet de conservation d’une espéce en danger, un
travail préliminaire doit étre effectué sur la sensibilité des modeéles vis-a-vis des données
génétiques, de la diversité et la structure des populations. C’est ce que nous avons cherché a
faire dans la premiére partie de ce travail sur le Saumon atlantique, espéce inscrite dans la
liste rouge des especes en danger en Europe (Porcher & Bagliniére 2001). Pour ce faire, un
effort dans la construction des données génétiques, du choix des populations et des analyses

s’est imposé.

Parmi les séquences nucléiques reflétant au mieux la variabilité d’une population,
utilisée pour évaluer la taille efficace, nous retrouvons majoritairement les séquences non
codantes. Notre choix s’est porté sur les marqueurs nucléaires microsatellites, car ce sont des
marqueurs neutres trés polymorphes, qui ont fait leur preuve en génétique quantitative et des
populations. Ces séquences, dites également silencieuses, permettent généralement d’éviter de
prendre en considération les effets de la sélection dans les modeles. Les autres forces agissant

sur la variabilité génétique sont la dérive, les mutations et/ou la migration. Le phénomeéne du
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homing chez le Saumon laisse a penser que la migration peut étre négligée. Il était donc

naturel de tester des estimateurs de Ne négligeant la migration chez cette espece.

Plusieurs modéles ont été proposes pour estimer Ne, mais la méthode la plus utilisée
reste celle basée sur la différence des fréquences alléliques entre deux échantillons de la
méme population, a quelques générations d’écart, appelée la méthode des moments. La
tendance actuelle tend vers des modéles plus complexes qui cherchent a retracer la généalogie
des génes de I’échantillon pour remonter a I’ancétre commun. Ces modeles nommés les
modeéles de coalescence dérivent de la théorie de I’identité par descendance de Malécot (1941)
développée par Kimura & Crow (1964) et généralisée par Kingman (1982) pour I’appliquer a
un échantillon de plusieurs génes pour lesquels on considere un ancétre commun. Cette
reconstruction d’arbre de génes permet d’estimer I’espérance de Ne entre I’ancétre commun et
la population actuelle. Trois méthodes de coalescence négligeant la migration ont donc été
choisies pour étre comparées. La premiere (TM3) utilise deux échantillons alors que les deux
autres (MSVAR et DIY ABC) utilisent un seul échantillon par population. Parmi ces deux
derniéres, I’'une fonctionne sous statistique d’approximation bayésienne (ABC), alors que les

deux autres recourent au calcul de vraisemblance dans une approche bayésienne.

La comparaison empirique de méthodes d’analyses génétiques nécessite un travail
préliminaire sur le panel de marqueurs génétiques sélectionnés. Parce que beaucoup de
marqueurs microsatellites ont été développés chez le Saumon atlantique, il n’était pas utile
d’en développer de nouveaux. Cependant, il paraissait indispensable de proposer un panel
optimal pour les études en génétique des populations parmi la plus grande base comprenant
plus de 850 marqueurs. Pour cela, la carte génétique du Saumon atlantique fournie par Bjorn
Hoyheim (données non publiées) a été utilisée pour sélectionner des marqueurs indépendants,
c'est-a-dire espacés sur les bras chromosomiques, polymorphes, et fortement utilisés dans des
projets européens tels qu’ASAP. Cette sélection a fourni un panel de 73 marqueurs
microsatellites qui a ensuite été testé sous amplification M13 (Schuelke 2000). Sur ces 73
marqueurs, un panel de 37 s’est révélé facile d’amplification, polymorphe et optimal pour les
analyses en diversité et différenciation génétique chez le Saumon atlantique. Cette étude a
également confirmé que I’analyse de nos populations nécessitait un minimum de 25-28
marqueurs polymorphes pour une bonne différenciation des populations. Malgré cette

constatation, le panel entier des 37 marqueurs a été utilisé dans les analyses de comparaison
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des trois méthodes de coalescence, pour pouvoir analyser leur comportement, en fonction du

nombre et de la variabilité des marqueurs utilisés.

Les données empiriques du Saumon atlantique ont été établies a partir de quatre
populations Européennes sauvages et anadromes qui font I’objet de suivis biologiques ou
d’études sur leur fonctionnement et leur évolution sur le long terme. Ces quatre populations
(Oir et Scorff au Nord-Ouest de la France, et Spey et Shin au Nord-Est de I'Ecosse) ont été
choisies en raison de leurs différences de niveau d’abondance et de statut, avec deux
vulnérables (Francaises) et deux en préoccupation mineure (Ecossaises). Les analyses
génétiques faites sur ces populations suggérent une histoire commune avec un ancétre
commun datant de la derniére glaciation. Elles détectent également la présence d'un goulot
d’étranglement récent dont la datation ne peut pas étre confirmée avec les modéles existants
utilisés. L’identification de cette datation sera envisagé dans la continuité de ce travail en
utilisant le nouveau modele que nous avons développé (VarEff) et permettant de décrire
I’évolution des tailles efficaces au cours du temps. Enfin, d’une maniére surprenante, les
analyses ont montré que toutes les populations possédaient une forte variabilité génétique
malgré un faible flux génique. Pour comprendre la forte diversité génétique au sein des plus
petites populations (Oir et Scorff), un nouveau modeéle de prédiction de la diversité génétique
actuelle (DemoDivMS), en fonction de I’histoire démographique de la population a également
éte développé sur les bases théoriques du modele VarEff. Son utilisation suggere que la forte
variabilité au sein de ces petites populations est la conséquence d’un goulot d’étranglement
récent et que le faible flux génique observé ne peut a lui seul expliquer cette forte variabilité
génétique. Cependant, nous ne pouvons pas exclure I’hypothése de la « compensation
génétique » propre aux salmonidés, mentionnée par plusieurs auteurs (Fleming 1996, 1998 ;
Jones et Hutchings 2001, 2002 ; Palstra et Ruzzante 2008), qui consiste a I’apparition de
tacons males matures (précoces) se reproduisant avec les femelles (Palstra et Ruzzante 2008).
Ces males précoces féconderaient une large proportion d’oeufs dans les populations de
Saumon atlantique sauvage d’Europe du Sud, ce qui contribuerait a I’augmentation de la
variabilité génétique en balancant le sexe ratio, en augmentant le brassage et la taille efficace
(Ne) (Garcia-Vazquez et al. 2001). Les proportions élevées d’ceufs fécondés par les tacons
matures dans les deux populations Francaises (Oir et Scorff) (Bagliniére et Maisse 1985 ;
Bagliniére et al. 1993) pourraient ainsi contribuer au maintien de la forte diversité génétique

observée dans ces populations.
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Le point fort de I’étude sur la comparaison des trois estimateurs de Ne est I’utilisation
de populations trés différentes en terme de structure populationnelle et de mode de gestion.
Les analyses de ces populations avec 9 panels microsatellites au sein desquels varient le
nombre et le polymorphisme (5 marqueurs hautement (H+) et faiblement (H-) hétérozygotes
puis 10, 20 et 28 marqueurs H+ et H-, et les 37) ont révélé divers points majeurs a considérer
dans le cadre du développement de programmes de conservation de ces populations.

Tout d’abord les estimateurs de Ne sont sensibles au nombre de marqueurs et a leurs
polymorphismes. Bien que I’incertitude autour de la mediane soit importante pour les modeles
de coalescence liés a un échantillon, notamment avec MSVAR, celle-ci diminue tout en
augmentant le nombre de marqueurs polymorphes et ceci pour les trois méthodes. L'utilisation
d’une trentaine de marqueurs neutres polymorphes pourrait étre préconisée. Toutefois,
I’incertitude des méthodes a deux échantillons est également influencée par la taille de
I’échantillon (S) en fonction de la taille globale (Nt). Plus ce rapport est petit et plus
I’incertitude devrait diminuer. Dans notre cas d’étude, au-dela d’un rapport Nt/S de 20,
I’incertitude augmente fortement.

Certaines distributions des fréquences alleliques peuvent fournir des valeurs totalement
erronées. Une surreprésentation d’un alléle va avoir tendance a surestimer la taille. Une
mauvaise répartition des alléles entre échantillons va également surestimer la taille avec les
méthodes des moments comme TM3.

Le mode de gestion des populations, tel que les introductions d’individus natifs et non natifs,
peuvent également modifier les estimateurs et ne doivent pas étre négligées lors des choix des
méthodes. Les valeurs des Ne médians sont sous-estimées par MSVAR et surestimées par
TM3 dans la Shin, subissant des introductions natives, alors que TM3 sous-estime la Scorff,
en ayant subi une introduction non native.

A la différence de I’étude de Palstra et Ruzzante (2008), I’ensemble des résultats ne montre
pas que plus la taille globale est petite et plus la taille efficace est proche de la taille globale.
Le lien entre la taille efficace et la taille globale est trés différent d’une méthode a I’autre et il
est donc difficile de conclure avec les résultats obtenus. Cependant, il apparait que la plus
petite population, Qir, est nettement surestimée par MSVAR. L’explication pourrait rejoindre
I’hypothese de la compensation génétique mentionnée plus haut, puisque cette population
présente un nombre élevé de tacons méles (33-79% de 1+) se reproduisant avec les femelles
adultes (Bagliniére et al. 1993).

Pour finir, I’ensemble des méthodes semble sensible a la constitution des a priori. Cette

sensibilité se traduit soit par une augmentation de I’incertitude en utilisant MSVAR, soit par
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une estimation erronée dépendant fortement de I’a priori sur toutes les populations en utilisant
DIY ABC et sur seulement les grandes populations (Nt/S élevé >20) en utilisant TM3. Il serait
donc préférable que la méthode DI'Y ABC ne soit pas utilisée sur des populations de Saumon
pour lesquelles on manque d’information pour formuler un a priori réaliste.

Les méthodes de coalescence a un échantillon ne se comportent pas de la méme facon que
celles a deux échantillons. Il semble plus sir de coupler la méthode MSVAR avec une

méthode comme TM3.

Le fort homing chez le Saumon atlantique incite a négliger la migration comme force
majeure d’évolution de la variabilité génétique. Cependant, comme nous avons pu le voir, les
introductions semblent avoir un impact sur la variabilité des populations suivant I’origine des
souches. La taille efficace peut étre sur- ou sous-estimée si I’introduction est respectivement
non native ou native, avec les méthodes a un échantillon et inversement avec les méthodes a
deux échantillons. Finalement il semble que les méthodes de coalescence sous dérive,
mutation et migration pourraient étre les mieux adaptées. Néanmoins, I’utilisation de I’une de
ces méthodes de coalescence mélant la dérive, la mutation et la migration (LAMARC), a
réveélé plusieurs inconvenients. Les temps de calculs se sont avérés trés longs (4 a 6 semaines)
pour atteindre la convergence et les résultats se sont révélés incohérents et différents selon les
marqueurs. Bien que les temps de calculs par les autres méthodes soient un peu plus courts,
les méthodes de coalescence actuelles restent gourmandes en temps, a cause de la simulation

des arbres de coalescence qu’elles entreprennent pour faire leurs calculs.

Pour d’une part limiter ce temps de calcul et diminuer les incertitudes, et d’autre part
répondre aux questions des tendances évolutives sur I’espece, un nouveau modéle de
coalescence (VarEff) sous dérive et mutation a été développé dans ce travail. En effet, bien
que les trois modéles de coalescence que nous avons comparés sur les populations étudiées
aillent dans le sens des conclusions de I’ITUCN sur le statut des populations, c'est-a-dire
vulnérables pour les deux Frangaises et a préoccupations mineures pour les deux Ecossaises,
les résultats ne permettent pas de conclure sur le devenir des populations. Il était donc
indispensable de développer un nouveau modele capable de retracer I’évolution de ces
populations. VarEff est ainsi un modele de coalescence qui ne se contente pas d’estimer
seulement la taille actuelle et ancestrale. 1l cherche a retracer les fluctuations des tailles
efficaces par paliers de générations passées jusqu’a I’ancétre le plus lointain. Pour cela et pour

réduire les temps de calculs, et c'est ce qui fait I’originalité de ce modeéle, la vraisemblance de
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Théta (4NeM) est calculée directement, sans passer par les arbres, a partir des observations
génétiques des différences de longueurs des microsatellites (nombre de répétitions) (D) et des
distributions théoriques des temps de coalescence sous le modéle SMM. Les résolutions
analytiques permettent d’exprimer les probabilités des D et des temps de coalescence en
fonction des tailles Ne de la population dans le passé et des taux de mutation M, c'est-a-dire
des parameétres d’intérét que I’on cherche a estimer. Ces calculs ont conduisent ensuite a une

approximation de la vraisemblance des observations.

Le modeéle VarEff utilise une partie des résultats analytiques présentés dans les travaux
du troisieme article (Chevalet et Nikolic, 2009), concernant les calculs des probabilités
conjointes des distances entre alleles (D) en fonction du modele de mutation et des tailles
efficaces. Dans I’article, les solutions analytiques concernent les transformées de Fourier des
distributions des différences de longueur D et des temps de coalescence entre alléles, leur
inversion pouvant étre traitée numériquement dans les situations ou la taille de la population
est variable. Ainsi, on peut travailler séparément sur les distributions des temps de
coalescence d’un coté et des distances D de I’autre, et voir I’influence des mutations et des
tailles efficaces sur ces distributions. Les distances D sont directement liees aux taux de
mutation M et a Ne, et plus ceux-ci sont élevés plus il y aura de valeurs observables de D (Do,
D1...) avec des fréquences élevées pour les grands D. Concernant les temps de coalescence
conditionnés par les D, on peut voir que les différences entre ces temps seront d’autant plus
importantes que M et Ne sont petits car les fréquences des grandes différences alléliques sont
plus faibles. Pour les grandes valeurs de M ou de Ne, les petites distances sont le reflet des
derniéres manifestations de la coalescence. Cela donne a penser que pour détecter les
variations démographiques récentes les marqueurs doivent étre assez variables. En regardant
les distributions des temps de coalescence non conditionnés, qui représentent la superposition
des distributions des temps conditionnés, on peut voir que ces distributions sont plates et que
les estimations de taille efficace devraient étre plus précisées en s’appuyant sur les temps
conditionnés, surtout en présence de perturbation démographique légére. Tous ces résultats
laissent a penser que VarEff, par ses fondements sur les calculs analytiques, transcrira

I’histoire d’une population plus fidélement que les autres modeéles.

Ce modéle a bien évidement des limites. Tout d’abord le modele ne prend pas en
compte la migration compte tenu de sa complexité a I’intégrer a I’échelle évolutive et sa

grande variabilité dans le milieu naturel. Néanmoins dans les cas ou les taux de migration ont
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pu étre estimés, en supposant cette migration homogeéne et ancienne, une alternative est de les
intégrer comme une force de mutation dans notre modele. C’est ce que nous avons fait dans le
modéle DemoDivMS, pour étudier les fortes diversités génétiques observées au sein des
petites populations. Les résultats montrent que, dans ces cas, la migration n’était sans doute
pas la principale explication de la forte diversité génétique observée. Ensuite, les analyses sur
données théoriques montrent que lors d’un goulot d’étranglement trop intense et long, les
alleles coalescent rapidement, ce qui diminue I’échelle du temps sur laquelle nous pouvons
retracer les fluctuations des Ne dans les générations passées. Néanmoins, la comparaison des
temps de coalescence conditionnés par les distances entre alleles, comme ceux utilisés dans
VarEff, et des temps non conditionnés, suggere que VarEff permet de rendre compte de

I’histoire d’une population.

Ce modele qui a été congu pour retracer I’évolution des tailles efficaces du Saumon
atlantique, afin de comprendre sa diminution mondiale, peut étre utilisé sur tous les
organismes diploides, a partir de marqueurs microsatellites, si la migration est faible. Le
travail de cette thése se poursuivra par I’analyse des populations étudiées afin de retracer leur

évolution et également évaluer les faiblesses et les performances de VarEff.

Ignorer les parametres génétiques, comme la taille efficace mais également la diversité
et la structure des populations, dans les programmes de conservation pourrait avoir divers
effets sur I’estimation de I’état, I’identification du statut et la gestion des populations. Tout
d’abord le risque d’extinction pourrait étre sous-estimé dans de nombreux taxons (Brook et al.
2002). La réintroduction pourrait étre inadaptée, notamment si cette introduction se fait avec
des individus tres apparentés ou avec une autre population ayant un nombre de chromosomes
différent produisant des hybrides stériles. Les flux de genes ne pourraient pas étre détectés et
une population pourrait se voir fragmentée. Les problemes associés a I’incompatibilité
génétique dans une petite population ne pourraient pas étre pris en compte (Young et al.
2000). Il est donc essentiel de lier les méthodes actuelles avec les outils génétiques pour
compléter les mesures existantes. De plus, I’absence des données démographiques du Saumon
atlantique en mer confirme la nécessité pour cette espéce d’estimer la taille efficace afin

d’affiner les évaluations des états des stocks.
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Partie 1.
VOCABULAIRE
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Anadrome
Se dit d’une espéce qui remonte de la mer vers les cours d’eau pour se reproduire (#
Catadrome).

Amphibiotique

Espece vivant successivement en mer et en eau douce.

Dérive genétique

Changement a I’intérieur d’une population des fréquences alléliques d’une génération a
I’autre, di a I’échantillonnage d’un nombre limité de genes, ce qui est inévitable dans des
populations de taille finie. Plus petite est la population, plus grande est la dérive génétique,

avec comme consequence la perte de certains alleles, et la réduction de la diversité génétique.

Géne
Unité physique et fonctionnelle de I’hérédité, qui transmet I’information d’une génération a
I’autre. C’est un segment d’ADN qui inclut une section transcrite et des éléments régulateurs

qui permettent sa transcription.

Génome

L’effectif complet du matériel génétique d’un organisme.

Potamotoque

Organisme amphibiotique migrant en eau douce pour s’y reproduire.
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Partie 2.
INDICES EN GENETIQUE DES POPULATIONS
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Fréquence génotypique
Une fréquence génotypique est le rapport du nombre d’individus d’un génotype (gene avec

une combinaison allélique précise) sur le nombre total d’individus de la population.

Frequence allélique
Une Fréquence allélique est le rapport du nombre d’un alléle sur le nombre total d’alleles

présents dans la population au locus considére.

Hétérozygotie attendue
Cette hétérozygotie fait intervenir les lois d’Hardy-Weinberg (voir Test de Hardy-Weinberg).
Supposons que I’alléle A soit représenté par la frequence p=1-q et I’alléle a par la fréquence

g=1-p. Alors un individu est homozygote pour ce locus si il possede les alléles aa ou AA et
aura une fréquence génotypique de g ou p? respectivement. 1l sera hétérozygote si, il
posséde la combinaison Aa dont la fréquence génotypique est :1—q* — p®.

L hétérozygotie attendue dans la population peut se calculer de facon générale comme :
Kk
He=1-> p?,
i=1

avec k alléles Ai de fréquences pi dans la population.

Hétérozygotie attendue totale
L hétérozygotie attendue totale (Ht) est I’hétérozygotie attendue sur un ensemble de

populations, en supposant que les populations forment une seule population.

Si pi est la fréquence du i-éme alléle moyennée sur I’ensemble des populations, Ht s’écrit :

Hétérozygotie observée
L’hétérozygotie observée (Ho) est la fréquence des locus hétérozygotes sur I’ensemble des

locus dans la population.
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F-statistiques de Wright
Les F-statistiques (Fst, Fis, Fit) de Wright (1978) sont largement utilisées pour caractériser la

structure génétique des populations a partir des fréquences génétiques.

Prenons le cas de populations divisées en sous-populations. Trois niveaux hiérarchiques
peuvent étre observés: celui de l'individu (i), celui de la sous-population a laquelle il
appartient (s), et enfin celui de la population considérée dans son ensemble (t). Wright a défini

I’hétérozygotie genétique de ces niveaux par les parametres suivants :
Hi: Hétérozygotie observée dans la population globale.

Hs: Hétérozygotie attendue pour une sous-population supposée a I'équilibre Hardy-

Weinberg.

Ht: Hétérozygotie attendue dans la population globale (hétérozygotie attendue totale)

supposeée a I'équilibre Hardy-Weinberg.

Le premier indice, Fis, est alors défini par rapport a la moyenne des Hs sur les k sous-

populations (Hs) :

Fis = (Hs — Hi)/ Hs .

Cet indice mesure la diminution d'hétérozygotie a l'intérieur des sous-populations, due a la
consanguinité ou a I'homogamie, voire a la sélection. 1l prend ses valeurs entre -1 et 1. Si
Fis>0 les sous-populations présentent un déficit d’hétérozygotes, si Fis<0 au contraire un
exces en hétérozygotes (lié, par exemple, & un flux migratoire important provoquant un effet

d'hétérogamie). Si Fis=0 alors les sous-populations sont a I'équilibre de Hardy-Weinberg.

L'effet de la subdivision ou de cohésion entre les sous-populations et la population totale est

exprime par I’indice de fixation suivant :

Fst = (Ht— Hs)/ Ht .
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Ce parametre décrivant la différenciation genétique entre les populations peut étre également
utilisé comme distance génétique. Il prend ses valeurs entre -1 et 1. Si toutes les sous-
populations ont la méme fréquence allélique et sont a I'équilibre, Fst est nul. Dans le cas
contraire, les sous-populations ont des fréquences alléliques moyennes différentes. Ces
différences sont généralement induites par l'action conjuguée de la dérive, qui diversifie les
populations, et de la migration, qui tend a les homogénéiser. Notons que dans le cas d’un effet

Wahlund Ht sera plus grande que Hs, et Fst sera positif.

Pour finir, la réduction d'hétérozygotie globale, qui prend en compte I’effet de la reproduction

non panmictique et la différenciation génétique, est donnée par I'indice de fixation:

Fit = (Ht — Hi)/ Ht.

Cet indice peut s’écrire également en mettant en relation avec les deux autres indices :

(L— Fit) = (L— Fis)(1— Fst).

Lorsque toutes les populations sont a I'équilibre de Hardy-Weinberg (Fis=0), et si elles ont les

mémes fréquences alléliques alors Fst= Fit=0.

F-statistiques de Weir & Cockerham

En 1984, Weir et Cockerham ont publié un ensemble d’équations sur le paramétre Fst ou
décrivant la structure génétique des populations. Les auteurs prennent en compte I’effet de la
taille des échantillons utilisés pour estimer les fréquences alléliques et génotypiques. Ainsi les
indices de fixation de Wright peuvent étre calculés d’aprés les formules de Weir et
Cockerham (1984 et 1990). Les parametres Fit, Fis et Fst de Wright correspondent aux

parametrex F, f et & de Weir et Cockerham respectivement.

F=1-C/(A+B+C)

f=1-C/(B+C)

0=A/(A+B+C)
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Les 3 quantités A, B et C sont définies dans une étude précédente sur des analyses de variance

pondérées (Cockerham, 1973). En notant p, la fréquence d’un alléle a dans I’échantillon de

taille n. de la population i (i=1,2,...,r) et ﬁ, est la proportion d’individus hétérozygotes

observé pour I’allele a, alors

ni., 1 |_ . r-1., 1-
A=— —-———p@l-p)——=s“"==h |},
n { ﬁ—l{p( P) r 4 }}

B=—" [ﬁ(l—ﬁ B —Zﬁ‘lﬁ]
n-1 r

avec:

n= Zni /1, taille moyenne de I’échantillon,

n, =(rﬁ—2nf /rﬁ]/(r—l) =n(-c’/r), avec c’le carré du coefficient de la variance de

la taille de I’échantillon ,

p= Z n, p, / r, la moyenne de la fréquence de I’alléle a dans I’échantillon,
i

sZ:Zni(ﬁi—ﬁ)Z/(r—l)ﬁ, la variance de la fréquence de I’allele au travers des

échantillons,

h= Z niﬁi /i, la moyenne des hétérozygoties pour I’allele a.
i
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Gst
Le Gst de Nei (1973) est I’analogue du Fst de Wright, il est utilisé dans le cas de locus

multialléliques.

Rst
Le Rst de Slatkin (1995) ou de Excoffier (2001) est un analogue du Fst de Wright (1946,
1951). Cette mesure a été concue pour les marqueurs microsatellites et se base sur les

différences du nombre de répétitions du motif répété.

Lorsque I’on se place sous un modele en fles avec des populations diploides sous équilibre
dérive et migration (grand nombre de populations de taille efficace (N) recevant a chaque
génération une proportion m de genes pris au hasard des autres populations) Fst est

généralement utilisé sous la forme suivante:

Fst ~1/(1+4N(m+u),
avec u le taux de mutation.
Cette relation suppose que u<<m. Néanmoins, il a été montré que les microsatellites ont un u

élevé entre 107° et 107 (Jarne et Lagoda, 1996), il est donc préférable d’utiliser I’indice Rst.

Le Rst de Excoffier s’écrit :
Rst = (Sb—Sw)/Sh,

avec Sw la moyenne au carré des différences de taille entre alléles de la méme population et

Sb entre alléles de différentes populations.

Flux génique

Dans le modele en «Tles » de Wright, les populations ont un effectif limité, elles évoluent
sans sélection et les immigrants sont supposés provenir, au hasard, des autres populations
avec un taux de migration égal a m. Dans cette situation la migration s’oppose a I’effet de la
dérive résultant de I’effectif limité. Il a été montré que Fst ne tend plus alors vers 1 (fixation

totale des genes) mais vers une limite égale approximativement a :

Fst=1/(4ANm+1).
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Nous pouvons en déduire un flux génique Nm qui représente le nombre approximatif de

migrants a chaque génération :
Nm=[(1/Fst)-1]/4.

Cette limite, lorsque les migrations s’opposent a la dérive, peut s’appliquer pour le cas des
mutations. Cependant les mutations s’opposent moins efficacement que les migrations ce qui
entraine que, plus les effectifs sont grands, plus les mutations empécheront Fst de tendre vers
1. Par contre, un taux de migration trés supérieur a 1/4N fait que les populations se
comportent génétiquement comme une seule population panmictique infinie (Fst=0) (Ollivier,
2002).

Distance génétique de Nei

Les mesures de distance genétique résument la quantité des divergences génétiques entre les
couples d’individus, de populations ou d’espéces. Il existe plusieurs mesures de distance
génétique dont beaucoup sont reliées au Fst. La distance de Nei (1972) (D) est la plus utilisée
pour estimer les distances génétiques entre deux populations. Cette distance compare deux

populations x et y en calculant I’opposé du logarithme naturel de I’identité normalisée (1):
D=-In[l].
La distance de Nei est ainsi fondée sur les frequences alléliques :

o Ixy

NEN
‘]Xy = z z pmix pmiy !

‘]X:Z Z pmix2 Jy:z meiy2 ’

avec m = nombre de locus ; pmix = fréquence de l'alléle i du locus m pour la population x ;
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Z = somme sur les locus,

m

D =somme sur les alléles.

Il existe une autre distance de Nei établie en 1978 qui calcule la distance D en introduisant

une correction pour le biais de I'échantillonnage d'individus (voir Nei 1978).

Distance Euclidienne
Soit deux point x et y définie par les vecteurs (xi,...,xn) et (yi,..,yn) respectivement. La

distance euclidienne entre ces deux points s’écrit alors:

n 2
d= Z|Xi - Yi| :
i=1
Entropie

En 1948 Shannon a développé un indice Hs dans le cadre de la théorie de I'information. Cet
indice qualifié d’entropie suppose que la diversité peut étre mesurée de la méme fagon que
I'information contenue dans un code ou un message. Si pi est la fréquence de I’alléle i, en un

locus qui compte k alleles, alors I’indice de Shannon s’écrits:

Hs(p) =->_ p; logp; .

i=1
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Partie 3.
MODELES D’ANALYSE
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ACP

L'Analyse en Composantes Principales (ACP) est une méthode d'ordination classique basée
sur les distances Euclidiennes. Elle représente un ensemble de n objets, qui se trouvent a
I’origine dans un espace de p descripteurs, dans un espace reduit de k dimensions (k << p).
Pour cela, elle va chercher les axes orthogonaux (indépendants) qui représentent le maximum

de la variance projetée des objets sur I’espace de dimension k.

AFC

Comme toutes les méthodes d'ordination, sa finalité est de trouver la meilleure représentation
possible dans un espace de dimensions réduites. Elle va estimer les axes qui maximisent
I'inertie projetée pour obtenir une représentation simultanée des lignes et des colonnes dans
I'espace de dimensions réduites cherché. A la différence de I’ACP, I’analyse des
correspondances multiples (AFC) est basée sur une métrique du Khi-2. Elle considére les
lignes et les colonnes de la matrice de facon symétrique, ce qui entraine une dualité entre

I'espace des colonnes et I'espace des lignes.

AMOVA

L'AMOVA (Analyse de Variance Moléculaire) (Excoffier et al., 1992) répond a des attentes
de la biologie moléculaire. Elle a été développée pour des plans d'échantillonnage
hiérarchique. Cette analyse définie au préalable par Cockerham (1969, 1973) étudie la
structure génétique des populations en évaluant les variances entre et & I’intérieur. Pour cela,

elle calcule une distance genétique entre individus et fait une analyse par permutations.

ASSIGNATION

Un test d’assignation est une méthode qui « assigne » chaque individu a la population ou son
génotype a la plus forte probabilité de se trouver. Plus la proportion d’individus assignés a
une population autre que leur population d’origine est faible et plus le niveau de
différenciation entre populations est fort. Généralement cette méthode utilise les rapports de
vraisemblance : par exemple le rapport de vraisemblance entre la population dans laquelle
I'individu a été échantillonné (population d’origine) et la plus forte vraisemblance parmi
toutes les populations. Pour calculer cette vraisemblance, une méthode bayésienne (Rannala et
Mountain (1997) ; Baudouin et Lebrun (200)), une méthode basée sur les fréquences (Paetkau

et al., 1995) ou encore une méthode basé sur les distances génétiques peut étre utilisée. Les
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méthodes Bayésiennes et fréquencielles sont souvent plus performantes que celles basées sur

les distances (voir Cornuet et al. 1999 pour une étude comparative).

BOOTSTRAP

Les méthodes de bootstrap se sont rapidement developpées dés la fin des années 1980 et sont
largement utilisées de nos jours. Le terme de ré-échantillonnage, ou en anglais, bootstrap
désigne un ensemble de méthodes qui consiste a affiner I’inférence faite sur les observations
initiales, en analysant I’ensemble des nouvelles observations obtenues par tirage au sort de
nouveaux échantillons a partir d’un échantillon destiné a donner une certaine information sur

la population.

COALESCENCE

La théorie de la coalescence (Kingman, 1982) décrit le processus de fusion (coalescence) des
lignages généalogiques des copies alléliques présentes dans une population. Dans cette théorie,
les mutations surviennent le long des lignages selon un processus aléatoire de Poisson.

L’idée est de retracer I’histoire généalogique d’une population jusqu’a I’ancétre commun le
plus récent (MRCA). Pour cela, elle considére que 2 genes a la génération ‘g’ sont copies
d’un méme gene a la génération précédente ‘g-1’ avec une probabilité de un sur deux fois la
taille efficace (1/2Ne) comme dans les approches classiques de Wright (1931) ou de Malécot

(1948), et généralise ce raisonnement au cas d’un échantillon de plusieurs génes.

HARDY-WEINBERG
La loi de Hardy-Weinberg a été établie en 1908 par I’anglais Hardy et I’allemand Weinberg et

s’énonce comme suit :

Dans une population fermée, d’effectif illimité, non soumise a la sélection ni aux mutations, et
ou les unions se font au hasard, les fréquences géniques restent constantes de génération en
géneration, de méme que les fréquences genotypiques, celles-ci pouvant se déduire de la

connaissance des fréquences géeniques.

Ainsi le test de Hardy-Weinberg est un test d’équilibre entre les fréquences génotypiques
attendues et les fréquences génotypiques observées dans la population. Une population sous
équilibre Hardy-Weinberg est une population a effectif illimité, qui conserve une fréquence

génique constante au cours des générations, en I’absence de migration, de mutation et de
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sélection. Ainsi les fréquences génotypiques attendues par la loi de Hardy-Weinberg sont
évaluées en supposant une population fermée et un régime panmictique. Connaissant les
fréguences de chaque alléle pour un locus donné, la proportion des individus hétérozygotes et
homozygotes doit respecter cet équilibre. Ainsi les fréquences génotypiques attendues pour un

locus donné a deux alléles A et A, peuvent s’écrire:

AA :p?
AA, :2pq
AA, :q°

Avec p lafréquence de I’alléle A et q la fréquence de I’alléle A, .

Ainsi pour une fréquence allélique A, de 0.6 et A, de 0.4, une population a I’équilibre Hardy-

Weinberg aura la constitution génotypique suivante :

AA =0.36 AA, =0.48 A,A, =0.16.

Si les fréquences genotypiques observées dans la population sont différentes des fréquences
attendues alors on dit que la population n’est pas a I’équilibre Hardy-Weinberg.

Le calcul des écarts est généralement évalué par le test du Khi2 qui pose I’hypothése nulle
Ho=la population se reproduit au hasard. Si la probabilité d’obtenir les valeurs du khi2
observées est plus petite que 0.05 (dans le rang 0<P<0.05), nous pouvons conclure que les
résultats sont significatifs et que I’hypothese nulle est rejetée en faveur de I’hypothése H1=la

population ne se reproduit pas au hasard.

IAM (Infinite Allele Model)

Dans ce modéle & nombre infini d’alléles, chaque nouvelle mutation donne naissance & un
nouvel état allélique. Ce modéle ne tient donc pas compte des homoplasies et des mutations
réverses. Il suppose également que chaque nouvelle mutation est indépendante des autres et
gu’une mutation n’en favorise pas une autre. L’exemple des réparations géniques
préférentielles dans le sens AT vers CG montre que ce dernier point est faux. Ainsi le modele

IAM est une approximation du processus de mutation réel.
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INFERENCE BAYESIENNE

On nomme inférence bayésienne la démarche permettant de calculer la probabilité d'une
hypothése. Cette démarche est régie par le théoreme de Bayes qui revient a dire que des
probabilités peuvent étre déterminées a partir d’observations mais aussi a partir de
connaissance a priori exprimée par une loi de probabilité a priori sur des paramétres
représentant une hypothése. Les données statistiques (Y) sont combinées aux hypotheses

d’intéréts () (paramétres inconnus sur lesquels ont dispose d’a priori Po(6)) :

P(OIY)=(P(Y|0)*Po(0))/P(Y).

Ainsi, I’approche bayésienne permet de modéliser les observations et les paramétres du
modele au moyen de probabilités qui tiennent compte de I’a priori dont I’utilisateur dispose
sur I’ensemble des parameétres. Cependant, I’'implémentation pratique de cette approche se
heurte régulierement a des problemes analytiques et/ou numériques. Cela conduit a coupler la
méthode bayésienne avec I’algorithme de simulation MCMC (Markov Chain Monte Carlo)

qui permet de résoudre ces problémes rencontrés.

MARKOV CHAIN

En probabilité un processus stochastique veérifie la propriété markovienne si la distribution
conditionnelle de probabilité des états futurs, étant donné l'instant présent, ne dépend que de
ce cet état présent (ou d’un nombre fini d’états passés). Un processus qui possede cette
propriété ne dépendre que de I’état présent est appelé processus de Markov « du premier

ordre ». La notion se généralise si le futur ne dépend que d’un nombre fini d’états antérieurs.

MAXIMUM DE VRAISEMBLANCE

Cette méthode a été développée par Ronald Fisher entre 1912 et 1922.

Soit p(x/ 6) la distribution d’une quantité observée x, fonction d’un paramétre 6. Pour chacune
des observations xi, on mesure la valeur p(xi/ ) puis on fait le produit de toutes ces valeurs.
La vraisemblance des observations désignée traditionnellement par la lettre L, en raison

de I'appellation anglo-saxone "Likelihood" s’écrit:

L(p(x|6)) = LTi p(xil6).
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Le principe de maximum de vraisemblance consiste a prendre pour estimation du parameétre

la valeur qui maximise L.

MONTE CARLO

On deésigne par « méthode de Monte-Carlo » toute méthode numérique utilisant le tirage de
nombres aléatoires, plus précisément en utilisant des suites de nombres pseudo-aléatoires
générées par des algorithmes spécialisés. Ces méthodes furent longtemps une des utilisations
majeures des techniques de simulation, dont les premiéres études remontent a la seconde
guerre mondiale avec les recherches sur la bombe atomique par John Von Neumann et
Stanislas Ulam. Elles étaient notamment utilisées pour résoudre des équations aux dérivées
partielles.

On peut par exemple approcher la valeur de Pi par une méthode de Monte Carlo : Imaginons
un cercle de rayon 1 inscrit dans un carré de coté 2. L aire du carré est donc 4. Pour trouver
I’aire du cercle, il suffit de lancer un ensemble de point au hasard dans le carré et compter le
nombre de points qui se trouvent dans le disque et le nombre de points total dans le carré. En
multipliant par 4 ce rapport (nombre de points dans le disque/ nombre de points total) nous
retrouvons I’aire approximative du disque qui est Pi.

En pratique la méthode de monte Carlo permet de simuler des distributions de probabilités
qu’on ne sait pas calculer analytiquement. Elle connait un usage étendu selon la puissance des

ordinateurs.

MCMC (Monte Carlo par Chaines de Markov)

Les algorithmes de Monte Carlo par Chaines de Markov sont apparus récemment et sont
actuellement les plus utilisés pour calculer I'inférence bayésienne des modeles
multiparamétriques. En effet, dans la pratique, la connaissance sur les a priori (Po(#)) n’a pas
de structure propre et la taille des échantillons est généralement faible (la normalité
asymptotique n’est pas envisageable). Historiqguement, on a d’abord développé les méthodes
de Monte Carlo pour approcher les densités. Les méthodes MCMC quand & elles génerent des
suites aléatoires de valeurs des parametres d’intérét (¢), produites par des trajectoires de
chaines de Markov homogénes. L’algorithme de génération de ces séquences converge vers
une limite stationnaire qui donne les densités a posteriori (6 /x) des parametres..

La distribution a postériori peut s’écrire :
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P(x/0) * Po(0)
P(x)

P(6|x) =

ou (P(x/6)) est la vraisemblance des donnés (x) au vu des parametres (6).

PERMUTATIONS

Cette procédure permet de réaliser des tests de significativité des valeurs observées des
estimateurs en effectuant un certain nombre de tirages sans remise sur I’ensemble des valeurs
observées. Ces tirages permettent d'obtenir la distribution de I'estimateur sous une hypothése
nulle (Ho). La valeur observée sur les données réelles est ensuite comparée a la distribution
obtenue, et permet d'obtenir une estimation de la probabilité d'obtenir sous HO une valeur
supérieure ou égale a la valeur observée. Les permutations permettent d'éviter les
inconvénients signalés avec le test de Khi?, leur usage a été proposé par Brown (1970) pour
Fis et Workman & Niswander (1970) pour Fst.

Le test de permutations peut étre effectué par un tirage

sur I’ensemble des alleles toutes populations confondues : procédure utilisée pour

tester I'hypothese nulle Fit = 0.

- sur I’ensemble des individus toutes populations confondues : procédure utilisée pour
tester I'nypothese nulle Fst =0

- sur P’ensemble des alleles de chaque population : procédure utilisée pour tester

I'nypothése nulle Fis = 0.

- sur les locus.

SMM (Stepwise Mutation Model)
Chaque nouvelle mutation provoque I’ajout (+1) ou la suppression (-1) d’une répétition & un

site donné (x).

-1 +1

——
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TEST DE MANTEL

Le test de Mantel est un test de corrélation entre deux matrices. Ces matrices doivent étre de
méme rang et en relation avec les mémes vecteurs objets. Ce test est communément utilisé en
Ecologie pour évaluer la corrélation entre les distances génétiques et les positions
géographiques d’espéces ou de populations étudiées. Lorsque les matrices ne sont pas
symétriques, le simple calcul du coefficient de corrélation ne peut pas étre appliqué. On
applique alors le coefficient de corrélation du produit des moments de Pearson (désigné par
«rho» ou «r»). Il reflete le degré de relation linéaire entre deux variables et est compris
entre -1 et +1. Un coefficient avec une valeur de +1 signifie qu’il y a une relation linéaire
positive parfaite et de -1 une relation linéaire négative parfaite entre les deux variables. La

valeur 0 signifie que les variables n’ont aucune relation linéaire.
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