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I- Introduction

I.1 Cadre scientifique
Les généticiens des populations ont longtemps di se contenter de I’analyse de marqueurs

neutres pour inferer indirectement les processus sélectifs. Les progrés recents des outils de
séquencage permettent aujourd’hui de pouvoir analyser les variations d’un grand nombre de genes et
ainsi de pouvoir détecter les genes voire les acides aminés qui sont sous I’emprise directe de la
sélection (Yang & Bielawski, 2000). Pour analyser les processus sélectifs agissant sur les mutations et
discriminer les différents facteurs agissant sur leur évolution (sélection ou dérive génétique), il est
essentiel de comparer des données de polymorphisme entre génomes d'une méme espece/population
et de divergence entre espéces/populations (Kimura, 1983). Récemment, des données de
polymorphisme sont devenues disponibles pour un nombre suffisant de génes (>10) chez quelques
especes modeles comme I’homme (Fay et al., 2001; Bustamante et al., 2005), la drosophile (Bierne &
Eyre-Walker, 2004) ou I’arabette (Bustamante et al., 2002). Certaines inférences ont donné des
résultats surprenants, suggérant un role bien plus important de I’adaptation dans la divergence entre
deux especes que I’attendu de I’hypothése neutraliste (revue dans Eyre-Walker, 2006). Cependant
d’autres résultats suggérent que la taille efficace des populations (Ne) pourrait étre un facteur limitant
de I’évolution adaptative (Bustamante et al., 2002), méme si son rdle sur la variation génetique non-
neutre est encore mal comprise (Gillespie, 1999; Bazin et al., 2006). Enfin, le nombre de sites
polymorphes dans un géne donné est souvent trop petit pour pouvoir faire des inférences géne par
géne (mis a part peut étre chez certains génes de la drosophile) et seule une estimation globale peut
étre obtenue en compilant les résultats de plusieurs genes (Bierne & Eyre-Walker, 2004). S’il existait
des séquences ultra-denses en sites polymorphes, des estimations fiables pourraient étre réalisées a
I’échelle du géne.

Les génomes des Bivalves marins sont encore méconnus mais leur étude est un enjeu important
car les caractéristiques originales de ces espéces permettront d’élargir ou de réviser les paradigmes
établis en milieu terrestre. Entre autre, les Bivalves marins nous procurent une opportunité unique
d’explorer les valeurs extrémes d’un parametre fondamental en génétique évolutive : la taille efficace
des populations (Ne). La diversité enzymatique observée chez les Bivalves marins est la plus élevée
des Eucaryotes (Figure 1, Solé-Cava & Thorpe, 1991; Lopez et al., 2001). De fortes diversités ont
également été rapportées avec des marqueurs microsatellites (Huvet et al., 2000a; Launey et al., 2002)
ou introniques (Daguin et al., 2001; Bierne et al., 2003). Une taille efficace élevée a aussi pour
corollaire un fardeau génétique (gquantités de mutations délétéres ségrégeantes, Bataillon &
Kirkpatrick, 2000) qui compte parmi les plus forts jamais estimés chez des animaux (Bierne et al.,
1998; Launey & Hedgecock, 2001). Cependant, quasiment aucune donnée de polymorphisme de
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séquence d’ADN codant n’était disponible chez les Bivalves lorsque notre projet a été initié. De telles
données de séquences sont les seules qui pourront simultanément nous permettre d’inférer
précisément la contribution relative des forces évolutives agissant sur les génes de ces especes et en

retour de comprendre les raisons de leur hyper-diversité.
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Figure 1.1 : Représentation schématique de la diversité enzymatique
de difféerents groupes d’animaux ou de plantes. <H> : Hétérozygotie.
<P>: Proportion de locus polymorphe. Adapté d’apres Nevo (1978) et
Solé-Cava & Thorpe (1991).

[.2 Contexte humain
Le projet “Bivalvomix” a regroupé cinq équipes francaises qui se proposaient d’analyser le

polymorphisme et la divergence de séquences d’ADN dans trois genres de Bivalves marins: Mytilus,
Crassostrea et Bathymodiolus. Ce projet avait pour but de mieux connaitre le génome de ces
Bivalves, de confronter les hypotheéses neutres et sélectives pour expliquer leur diversité, ainsi que de
qualifier et quantifier leur diversité fonctionnelle (génes d’adaptation ou de spéciation). Le projet a
débuté en Janvier 2004. Deux théses directement liées au projet ont démarré en Novembre 2004: une
au laboratoire GPIA a Sete (Mathieu Faure) qui se focalise sur les moules du genre Mytilus et une
autre au laboratoire EGPM a Roscoff (Baptiste Faure) portant sur les modioles hydrothermales du
genre Bathymodiolus et les huitres du genre Crassostrea. Deux autres théses ont pu par la suite se
rapprocher du projet, une au LEMAR de Brest (Elise David) et une seconde au laboratoire Ifremer
LGP de La Tremblade (Christopher Sauvage), toutes deux sur le modele Crassostrea. L’avancement
des projets de recherche étant intimement lié aux travaux des theses, I’état actuel des productions est
en accord avec le déroulement de ces théses qui se termineront & I’automne 2007, c'est-a-dire que les
données moléculaires ont été produites et le travail d’analyse de données et de rédaction d’articles

scientifiques sont en cours.



II- Caractérisation des génomes : Effets des niveaux d'expression et
de la structure en isochore sur le biais d'usage du code des génomes
des Bivalves marins et des animaux en général.

Chaque acide aminé est codé par un codon de trois nucléotides. Il existe soixante quatre codons
pour les vingt acides aminés et le non-sens (terminaison de la traduction ou codon "stop™). De ce fait,
le code génétique est dit redondant ou dégénére. Cependant il a été mis en évidence que ces codons
n’étaient pas utilisés avec la méme fréquence : certains sont plus utilisés que d’autres et induisent un
biais d’usage du code (Eyre-Walker, 2002). Les connaissances dans ce domaine sont encore limitées,
seules des études sur des especes modeles ont été menées jusqu’a présent (Akashi & Eyre-Walker,
1998; Duret, 2002). Ce biais peut étre expliqué de deux manieres : (i) un biais mutationnel neutre ou
(i) un effet de la sélection. Si certaines mutations sont plus fréquentes que d’autres, la composition en
base du génome sera globalement déséquilibrée et se reflétera sur la fréquence des codons synonymes
(qui codent pour le méme acide aminé). Chez les Mammiféres par exemple, le génome est structuré en
régions plus ou moins riches en GC qu’on appelle isochores (Eyre-Walker & Hurst, 2001). Un biais
d’usage du code peut aussi étre induit par une sélection sur I’efficacité de la traduction (Akashi &
Eyre-Walker, 1998). Chez la drosophile par exemple, les codons préférés correspondent aux ARN; les
plus nombreux dans le cytoplasme des cellules (Moriyama & Powell, 1997) et il existe une corrélation
positive entre le biais d’usage du code d’un gene et son niveau d’expression (Duret & Mouchiroud,
1999). Le modele sélectif n’est pas contradictoire avec les resultats contrastés obtenus chez les
Mammiferes ou la sélection sur les codons semble absente et la drosophile ou la sélection est active :
pour un coefficient de sélection donne, I’efficacité de la sélection dépends de la taille efficace de la
population, Ne (Kimura, 1983). Ainsi chez les Mammiféres qui ont un N faible, la dérive génétique
I’emporterait sur la sélection alors que chez la drosophile le N serait suffisamment grand pour que la
sélection soit efficace. Cependant, il est aussi possible que la structure en isochore des génomes des
Mammiferes brouille le signal. Chez la drosophile, une structure en isochore existe aussi mais elle est
beaucoup plus faible (Akashi et al., 1998). Négligé jusqu’a peu, I’étude de I’ADN non-codant a
récemment dévoilé un écart au modele neutre a I’équilibre similaire a celui observé sur les séquences
codantes (Galtier et al., 2006).

Nous avons mené une étude conjointe de I’effet de I’expression et de la structure en isochore sur
le biais d’usage du code des génomes animaux a partir de 45 banques EST dont les six disponibles
chez les Bivalves marins. Nous avons utilise les ESTs dans le but d’obtenir simultanément (i) des
données sur I’'usage du code, (ii) une mesure de I’expression des genes et (iii) une mesure de la
structure en isochore a I’aide de la composition en base de ’'UTR 3’. Les sequences sont directement

utilisées pour calculer la frequence d’utilisation des codons synonymes. La redondance d’un gene dans
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la banque est utilisee comme une mesure grossiére du niveau d’expression (Duret & Mouchiroud,
1999). Enfin, la structure en isochore est appréciée par I’intensité de la corrélation entre la composition
en GC de la troisieme position des codons (GC3) et la composition en GC de I’'UTR 3’ (Eyre-Walker
& Hurst, 2001).
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Figure 11.1: Nombre de fois ou un codon est identifié comme étant optimum
pour la traduction dans un jeu de donnée de 45 especes animales. Les

histogrammes noirs correspondent aux codons se terminant par un G ou un C et
les blancs aux codons se terminant par un A ou un U.

La figure 11.1 montre que les codons synonymes qui augmentent significativement en fréquence
avec I’expression sont tres souvent des codons se terminant par un G ou un C. C’est surtout le cas pour
les acides amineés dégénérés deux fois (c.a.d. codés par deux codons synonymes). Il apparait donc
Iégitime de combiner I’analyse de I’'usage du code avec I’analyse de la composition en GC des
génomes.

La variation de la composition en base dans un génome n’est pas forcement reliée a la variation

de la composition en base entre génomes. Pourtant, les auteurs se contente souvent de decrire un
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génome par sa composition moyenne en GC (Cultter et al., 2006). La figure 11.2 montre que le contenu
moyen en GC est un mauvais indicateur de la variation en GC et notamment de I’autocorrélation

spatiale du GC comme mesurée par la corrélation entre le GC3 et le GC de ’'UTR 3’.
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Figure 11.2: Absence de relation entre le GC3 moyen et la structure en isochore mesurée par la
corrélation entre le GC3 et le GC de I’UTR 3’. Le trait pointillé sépare les corrélations significatives
[p(GC3-GCutr)>0.1] des corrélations non significatives au seuil de 5%. WB : Vertebrés a sang chaud,
F : Poissons, E : Echinodermes, A : Arthropodes, M : Mollusques, N : Nématodes, P : Plathelminthes,
C : Cnidaires, y : Levures.

0.5 4
p=-0.47, p=0.001

04 e
2
(@)
LL
~—
7))
|_
(7))
L
*
Q

O T T T 1
-0.1 0.1 0.3 05 0.7

p(GC3'GCutr)

Figure 11.3 : Relation négative entre la structure en isochore et I’effet de I’expression sur le biais
d’usage du code.

En utilisant notre mesure de la structure en isochores, nous montrons que cette derniere explique

en grande partie I’intensité de la corrélation entre le biais d’usage du code et I’expression (Figure 11.3).
7



Par contre, I’idée que nous avons de la taille des populations ainsi que les mesures de la diversité
génétique actuelle n’expliquent pas du tout cette variation (résultats non montrés). Nous concluons
donc que I’effet de I’expression sur le biais d’usage du code est brouillé par la structure en isochores
dans les génomes ainsi structures. L’étude réesumeée ci-dessus fait I’objet d’un article en préparation.

En ce qui concerne les Bivalves marins, une structure en isochore d’une intensité semblable a
celle de la drosophile est observée chez les huitres du genre Crassostrea et les pétoncles de I’espéce
Argopecten irradians. Par contre, le génome des Mytilidés (Mytilus et Bathymodiolus) n’est pas
structuré en isochores et permet d’espérer étudier plus nettement et sans biais I’effet de la sélection sur
I’usage du code. Une étude de I’évolution du biais de codon chez les Mytilidés est initiée a partir de
triplet d’orthologues générés a partir de trois bases ESTs (dont les deux générées dans le cadre du
projet et du Reseau d’excellence européen Marine Genomics Europe) de Mytilus edulis, Mytilus

californianus et Bathymodiolus azoricus.

III- Une méthodologie inédite pour |'analyse du polymorphisme de

séquence : le clonage par marquage re-capture.

Le clonage est une étape indispensable mais colteuse qui permet de séparer les différents alleles
d’un méme individu diploide afin de pouvoir les sequencer. Pour réduire les codts, nous avons mis au
point une technique de clonage inédite. Elle permet de ne réaliser qu’une seule réaction de
transformation pour plusieurs individus.

La technique consiste a marquer les produits de PCR de chaque individu, ce qui a pour but de les
rendre identifiables a la lecture de leur séquence. Le marquage de la sequence lors de I’amplification
se fait a I’aide d’une queue constituée de quelques nucléotides ajoutés sur I’extrémité 5° de I’amorce.
Ces nucléotides n’ont pas pour but de s’apparier au brin d’ADN complémentaire comme le reste de
I’amorce mais de différencier les amorces entre elles. Cette queue sera ensuite lue sur les séquences
qui sont realisees a I’aide d’amorces s’appariant sur le plasmide de part et d’autre de I’insert. Les
produits de PCR des différents individus d’un échantillon peuvent ainsi étre mélangés lors de la
ligation et chaque colonie récupérée a la fin du clonage ne contiendra qu’une seule séquence dont la
provenance sera identifiable. Le nombre de séquences différentes récupérées dépendra du nombre
d’individus melangés avant le clonage et de I’effort de ré-échantillonnage des colonies aprés le
clonage. Cette méthode que nous avons baptisée clonage par marquage-recapture a été utilisée dans 57
clonages et nous a permis d’évaluer les taux de capture réalisés en laboratoire (Figure 111.1). La
technique de clonage par marquage re-capture a fait I’objet d’une publication acceptée dans Molecular

Ecology Notes.
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Figure 111.1: Taux de capture (nombre d’individus capturés / taille de
I’échantillon initial) en fonction de I’effort de capture (nombre de
réactions de séquencage réalisees / taille de I’échantillon initial). La ligne
épaisse est I’attendu sous I’hypothése d’une distribution uniforme et la
ligne fine est une régression polynomiale sur les données.

IV- Résultats chez les moules du genre Mytilus.

IV.1- Effet d’'un balayage sélectif dans des populations de moules spatialement

structurée.

Il existe de nombreux exemples, parfois saisissants, de balayage sélectif démontrant
indirectement la fixation d’un alléle favorable dans une population. Par contre, il existe peu d’exemple
de balayage sélectif établissant le passage d’un allele favorable au travers d’une barriere au flux
génique. Ce type de balayage est pourtant important a distinguer de la situation intra-populationnelle
car il correspond a des mutations inconditionnellement favorables quelque soit le contexte génétique et
écologique ou elles s'expriment. Nous avons recherché la signature d’effets sélectifs sur des alléles
introgressés a partir de séquences d’ADN dans la zone hybride des moules Mytilus edulis et M.
galloprovincialis le long des cbtes européennes. Le facteur d’élongation la, locus présentant des
distributions de fréquences atypiques (Bierne et al., 2003), a été choisi pour une étude plus fine. Les
données de polymorphisme de 117 séquences d’une portion de ce géne nous ont permis, grace a
I’information généalogique qu’elles contiennent, d’expliquer les différentiels de fréquences alléliques
observés en populations (Figure 1V.1). Ce différentiel est du a un balayage sélectif en mer du Nord
dont I’effet est atténué dans le Golfe de Gascogne suite au passage d’une barriere au flux génique. Un
modele théorique en simulations nous a permis d’illustrer I’effet d’atténuation d’un auto-stop génique
au passage d’une barriere. Ces données nous ont également permis de démontrer une introgression

forte d’alleles edulis dans les populations M. galloprovincialis de Mediterranée alors que les
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populations d’Atlantique ne sont quasiment pas introgressées. Ce résultat est en désaccord avec la
répartition actuelle des patchs et suggére que des événements de déplacement des peuplements

auraient eu lieu lors des périodes glaciaires.
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Figure 1V.1 : Introgression et sélection dans la zone hybride de Mytilus. (A) La zone d’hybridation
des moules Mytilus edulis et M. galloprovincialis est une mosaique ou alternent des patchs de chaque
espece le long des cotes européennes. Cette structure inédite, constituee de quatre zones hybrides
successives indépendantes, nous offre une opportunité originale de détecter un effet de la sélection
sur les barrieres aux flux de géne. (B) Le patron de structure d’un des margueurs gue nous avons
étudié semble montrer I’action de la sélection. En effet, I’allele G3 du facteur d’élongation (locus
EFBIs) se trouve en forte frequence (~30%) dans les populations M. edulis de Charente ce qui n’est
pas le cas dans les populations M. galloprovincialis qui les entourent, ni dans les populations M.
edulis de Mer du Nord considérées comme les populations M. edulis d’origine. (C) La génealogie de
117 séquences d’une portion du gene du facteur d’élongation 1a nous a permis d’identifier les traces
de la sélection sous la forme d’une généalogie en étoile. De plus, la forme globale de la généalogie
avec deux clades d’alleles tres différenciés permet d’identifier le processus d’introgression d’alléle
edulis dans les populations M. galloprovincialis (points rouges du clade edulis) et dans une moindre
mesure d’allele galloprovincialis dans les populations M. edulis (points bleus du clade
galloprovincialis).
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IV.2- Introgression adaptative dans la zone hybride de Mytilus.

Nous nous sommes intéressés a I’évolution d’un gene d’immunité codant pour un peptide
antimicrobien, la Mytiline B (Mitta et al., 2000). Notre hypothese de départ était que la sélection aurait
pu favoriser I’échange d’alleles aprés un contact secondaire (i) si ce gene était soumis a une forme de
sélection stabilisatrice comme c’est parfois le cas sur ce type de fonction ou (ii) si un pathogéne co-
adapté a une espece envahissait I’autre espece favorisant le passage des genes d’immunités a travers la
barriére interspécifique.

La généalogie obtenue (Figure 1V.2) nous dévoile (i) une introgression forte et asymétrique des
alleles galloprovincialis dans les populations M. edulis alors que I’introgression neutre est d’ordinaire
asymétrique dans I’autre sens d’edulis vers galloprovincialis (Bierne et al., 2006) et (ii) une généalogie
en étoile caractéristique d’un balayage sélectif. Ces résultats sont donc en accord avec I’hypothése
d’une introgression adaptative. Cependant, les résultats ne sont pas en accord avec une sélection
directe sur la portion du gene séquencée puisque le balayage est imparfait. De plus, des tests
d’évolution de la protéine ne révélent pas d’exceés de substitutions non-synonymes dans la divergence.
Il reste cependant possible que la substitution adaptative ait eu lieu en amont de nos séquences dans la

partie régulatrice du gene.
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Figure 1V.2 : Introgression adaptative dans la zone hybride de Mytilus. (A) Structure génomique du
géne de la Mytiline B. Les portions beiges correspondent aux UTRs, les grises aux introns et les
bleus aux exons (la portion correspondant au peptide mature est en bleu fonce). Le trait pointillé
représente la région analysée et les fleches correspondent aux amorces. (B) Arbre de maximum de
vraisemblance des sequences de la Mytiline B. (C) Fréquences alléliques dans les différents patchs de
la zone hybride obtenues par typage d’un indel diagnostique entre les deux clades.
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IV.3- Absence de barriere, évolution neutre et recombinaison au locus de la Glucanase

Le troisieme locus que nous avons étudié est une portion du gene codant pour une enzyme
cellulolytique (endop-1,4-glucanase). Les résultats de I'analyse de la Glucanase se distinguent de ceux
précédemment obtenus sur deux points principaux :

(i) Tout dabord, aucune différenciation génétique significative n’est observée entre les
populations des deux espéces (Figure 1V.3). Il semble donc que l'introgression ait complétement
homogénéise cette portion du génome. Cependant, contrairement au resultat obtenu sur la Mytiline B,
I’introgression observée ici ne semble pas étre due a I’action d‘une sélection positive. En effet, la
généalogie observée sur la figure V.3 ne montre pas de coalescence en étoile, signature typique d’un
balayage sélectif. De plus, les tests d’écart a la neutralité ne sont pas significatifs (exemple : D de
Tajima =-1.2, p>0.1).

(i) Ensuite, la phylogénie des alléles ne fait pas apparaitre de maniere évidente deux clades de
séquences tres divergentes, indice d’un épisode de divergence longue en allopatrie, comme c’était le
cas pour les précédents locus analyses. Les faibles valeurs de déséquilibre de liaison observés au locus
de la Glucanase [la moyenne du R2 de Hill et Robertson (1968) n’est que de 0.06] suggérent que la
recombinaison ait pu brouiller le signal de cette divergence passée. Des simulations de coalescences
neutres sans recombinaison avec le nombre de sites polymorphes observés montrent que le
déséquilibre de liaison observé (0.06) est inférieur a I’intervalle de confiance a 95% des données
simulées (95%1C=[0.08, 0.45]). La méthode de Hudson et Kaplan (1985) identifie un nombre minimal,
Rm, de 8 points de recombinaison. De plus, la représentation en réseau réticulé de recombinaison
(Huson & Kloepper, 2005) illustre la présence de ces événements de recombinaison (Figure 1V.3).

Le locus de la Glucanase se présente donc comme panmictique a I'échelle des deux espéces. De
plus, ce locus ne s’écarte pas de I’attendu neutre a I’équilibre démographique. La barriere
interspécifique n’est donc pas active sur la portion du génome ou se trouve ce locus. Le schéma de
génomes suffisamment verrouillés pour conserver une structure forte sur tous les compartiments
génomiques a I’exception de ceux ayant subi un évenement de sélection positive est donc remis en
question. Est-il possible que le modele d’un isolement long suivi d’un contact secondaire soit erroné ?
Un scénario réputé moins probable mais possible suppose que la barriere interspécifique se soit créée
en présence de flux génique (spéciation parapatrique). Alternativement, la divergence a bien eu lieu
mais ses traces sur la généalogie du locus de la Glucanase ont été effacées par la recombinaison suite a
des évenements d’introgression. En accord avec cette hypothése nous avons detecté une influence
importante de la recombinaison intragénique. Nous avons aussi remarqué un nombre important de
mutations ségrégeant a une fréquence intermédiaire autours de 25% (Figure 1V.4). Cet effet est
malheureusement masqué par un exces de mutations rares pouvant étre expliqué de diverses facons.

Des eétudes supplémentaires sont nécessaires pour explorer ces scénarios alternatifs. Plusieurs
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polymorphismes de longueur d'insertion/délétions ont été repérés sur ce locus et permettront un typage

a grande échelle. Le développement de méthode d’analyse avec recombinaison sera également exploré.
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Figure 1V.3 : (A) Phylogramme non raciné obtenu par la méthode du Neighbor-
Joining sur les nombres de différences nucléotidiques. (B) Réseau réticulé de
recombinaison obtenu par la méthode de décomposition par bipartition sur le nombre
de differences nucléotidiques (Huson & Kloepper, 2005).
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Figure 1V.4 : Distribution observée (histogramme) et attendue sous le modele neutre
a I’équilibre démographique (ligne) des frequences alléliques.
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IV.4- Données moléculaires acquises mais non encore analysées

Trois locus supplémentaires ont été envoyés au CNS d'Evry en Juillet 2006 et les résultats des
séquences arrivent au moment de la rédaction du présent rapport (30 Octobre 2006). Il s'agit de
portions des génes codant pour I'endo-1,4-mannanase, la défensine MGD?2, et facteur d'élongation 2
(EF2). A la fin de la thése en cours sur le modéle Mytilus, six locus auront été analysés. Chaque locus
s'avere avoir une histoire plus compliquée que prevu et l'analyse de la diversité en devient trés
complexe. L'augmentation du temps consacré a lI'analyse justifie donc que le nombre de locus étudié
ait été revu a la baisse. Malgré cette diminution du jeu de données, ces 6 marqueurs constitueront déja
un bel échantillon du génome et nous permettront d'avoir une image de la variation des flux génique

entre locus.

V- Résultats chez les modioles hydrothermale du genre Bathymodiolus.

V.1- Objectifs de I'étude

L’intérét des Bathymodiolus réside dans le fait qu’elles vivent dans le milieu hydrothermal
profond et que leurs populations sont ainsi soumises a des phénomeénes d’extinction/recolonisation
fréquents et récurrents propices a entrainer des goulots d’étranglement dans les populations et a
favoriser des balayages sélectifs. De ce fait, une des hypotheses de depart de ce projet est que les
diversités nucléotidiques et alléliques observées devraient étre plus faibles que celles des espéces
cotieres (Mytilus et Crassostrea). Un second objectif, plus spécifique au genre, est de rechercher la
trace d’événements d’hybridation entre especes proches dans I’Atlantique (Ride médio atlantique)

comme dans le Pacifique (Dorsale est Pacifique).

V.2- Approche multigénique et effort d’échantillonnage

Pour distinguer les effets sélectifs des effets démographiques passés, il était nécessaire
d’utiliser une approche multi-génique sur une dizaine de genes. Nous avons donc mis au point des
marqueurs géenomiques : Cytochrome Oxydase 1 (CO1), Facteur d’élongation 1a (EFla), Heat shock
protein 70 (HSP70), Glucanase (Glu), Adenosyl homo-cysteinase (AHC), Sulfotransferase (ST1),
Ferritine (GF1), Lysozyme (LYS), collagéne (DEC-1) a partir de séquences étiquettes obtenues a
I’aide d’une banque ADNCc pleine longueur.

Pour les génes DEC-1 et Glu, seules les donnees de divergence ont été obtenues entre les
especes Bathymodiolus thermophilus et B. azoricus. En revanche pour I’ensemble des autres génes des
valeurs de polymorphisme et de divergence ont pu étre estimées entre 2 ou 4 populations (48 individus

par population) en fonction de I’effort de séquencage actuel (Tableau V.1).
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Nombre de
Geénes Ngmbre de Séquencage | populations
sequences

Col 192 1 sens 4
EF1 384 1 sens 4
HSP 100 1 sens 2
AHC 416 2 sens 2
GF1 416 2 sens 2
LYS 416 2 sens 2
ST1 416 2 sens 2

Tableau V.1 : Effort sequencage chez Bathymodiolus sp :

V.3- Analyse de la divergence et du polymorphisme

Les analyses de la divergence entre B. thermophilus et B. azoricus montrent une valeur élevée
pour le gene mitochondrial (COI ; D= 0,116) qui contraste avec les valeurs obtenues pour les genes
nucléaires. En effet, les valeurs de divergence nucléaires relativement homogénes entre locus varient
de 0.019 a 0.052 (Tableau V.2). Ceci suggeére un taux de mutation 4 fois plus élevé pour le

mitochondrial que pour le nucléaire.

Locus 11(7°S) D (7°S) 1t(Rb) D (Rb) Dy
LYS 0,009 (56) | -2,03* | 0,016 (41) | -1,63 (NS) | 0,046
GFla 0,015(35) | -1,96* | 0,012 (57) | -2,37** 0,026
GF1b 0,009 (48) | -2,36** | 0,018 (25) | -0,24 (NS) | 0,039
AHC 0,009 (23) | -1,79 (NS) | 0,012 (39) | -1,74 (NS) | 0,042
EF1o 0,001 (31) | -2.23** | 0,005(19) | -2,64** 0,024
ST1 0,018 (62) | -1,80* | 0,011(63) | -2,26** 0,019
mtCOl 0,007 (96) | -0,87 (NS) | 0,005 (96) | -1,77(NS) | 0,116
GLU 0,034
DEC-1 0,035

Tableau V.2 : Valeurs de diversité nucléotidique (1) et de divergence (Dxy) estimées au
niveau des populations 7°S (B. thermophilus) et Rainbow (B. azoricus) pour 6 génes
nucléaires et un gene mitochondrial. D correspond a la statistique de Tajima qui mesure
I’écart aux attendus de I’évolution neutre en terme de polymorphisme nucléotidique. Les
valeurs entre parentheses correspondent au nombre de séquences utilisées dans I’analyse.

Les valeurs de polymorphisme pour Bathymodiolus sont environ 2 fois moins élevées que
celles trouvées chez les autres Bivalves et varient entre 0.001 et 0.018 (Tableau V.2). Les valeurs de
diversité obtenues pour le géne mitochondrial ne sont que Iégérement supérieures a celles des genes
nucléaires (m = 0.021), ce qui semble en accord avec I’action combinée d’un taux de mutation plus

élevé et d’une taille efficace attendue 4 fois plus faible que pour le nucléaire.
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Figure V.1.a : Arbre COI NJ sur nombre de différences observées

Rouge : azoricus Rb

Rose : azoricus MG

Bleu foncé: thermophilus 7S

Bleu clair : thermophilus 9°50N
Jaune : Bathymodiolus nov sp 37°S
Vert : puteoserpentis
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Figure V.1.b : Arbre EF1 en NJ avec nombre de différences observées

Rouge : azoricus Rb

Rose : azoricus MG

Bleu foncé: thermophilus 7S

Bleu clair : thermophilus 9°50N
Jaune : Bathymodiolus nov sp 37°S
Vert : puteoserpentis
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Figure V.1.c : Arbre GF1 en NJ avec nombre de différences observées

Rouge : azoricus Rb
Bleu : thermophilus 7S
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Figure V.1.d : Arbre Sulfotransferase en NJ avec nombre de différences observées

Rouge : azoricus Rb
Bleu : thermophilus 7S
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Figure V.1.e : Arbre Lysozyme en NJ avec nombre de différences observées
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Figure V.1.f : Arbre AHC en NJ avec nombre de différences observées

Rouge : azoricus Rb
Bleu : thermophilus 7S
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Les phylogénies des alleles sequences sont représentées figure V.1. Les arbres obtenus
présentent des topologies globalement congruentes indiquant la monophylie entre les espéces
Pacifique et Atlantique a I’exception de la sulfotransferase qui semble évoluer moins vite que les
autres genes. La barriere reproductive semble donc complete de part et d’autre de I’Isthme de Panama.

Il existe cependant des différences notables entre les géenes. Ainsi, les arbres de COI et d’EF1
présentent une topologie en rateau (ou étoile) que I’on ne retrouve pas chez les autres genes. Cela
pourrait étre interprété comme la signature d’un balayage selectif (EF1: la séquence comporte un
intron de grande taille) ou des contraintes selectives extrémement fortes sur le géne (COI). Les
premiers alignements de GF1 font clairement apparaitre que nous n’amplifions pas un seul géne mais
deux paralogues. Les analyses de polymorphisme ont donc été effectuées de facon séparée sur les 2
jeux de paralogues (GF1A et GF1B). L’analyse conjointe de ces genes dupliqués devrait permettre de
tester certaines hypotheses, par exemple sur le relachement des pressions de sélection et I’évolution de
fonction chez les ferritines, ces molécules étant fortement impliquées dans I’adaptation métallique
chez les invertébrés marins. Les arbres AHC et Lysozyme présentent des topologies similaires avec
des coalescences plus profondes laissant supposer la présence d’alléles ancestraux. Pour ces 2 derniers
genes, des alléles tres divergents (supprimés des arbres et de I’analyse) ont été observés dans la
population de B. thermophilus (7°25S) et pourraient étre des alleles introgresses de I’espeéce
Bathymodiolus spp (37°S) située plus au sud a proximité de la dorsale Antarctique. Il est cependant
nécessaire d’obtenir les alleles associés a cette derniére espéce pour confirmer I’interprétation. Ces
séquences diagnostiques de I’espece n’ont été en effet obtenues que pour les génes COI et EFla. La
sulfotransferase présente divergence inter-spécifique moins nette que pour les autres genes.

Les tests de Tajima effectués population par population sur les différents genes réfutent
I’hypotheése de I’effet d’un goulet d’étranglement récent au sein des 2 espéces. En effet, certains génes
ne présentent pas d’écart significatif aux attendus d’une évolution moléculaire neutre (cas des genes
codant pour le lysozyme et I’AHC). Cependant, des valeurs significatives de D (Tableau V.2) sont plus
fréqguemment retrouvées au sein de la population de I’espece B. thermophilus (EPR) et pourrait valider
I’idée recue que cette espece est une espéce récemment dérivée issue d’une spéciation péripatrique a la
fermeture de I’Isthme de Panama.

L’analyse détaillée du locus EFla a révélé I’existence de nombreux singletons et la présence
d’alléles multiples (>2) chez plusieurs individus. La présence de plusieurs alléles au sein d’un méme
individu doit étre confirmé sur les autres genes afin de savoir si ceux-ci refletent des artefacts liés aux
méthodes de PCR/clonage utilisées. Cependant, ces exces de singletons s’ils sont avérés, pourraient
refléter une accumulation de mutations somatiques liées a la longue durée de vie de ces Bivalves dans

un milieu réputé trés mutageéne.
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Le jeu de données obtenu sur 9 locus de Bathymodiolus constitue un tres bel echantillon du
génome, surtout pour cette espéce qui n’avait fait I’objet que de trés peu d’études moléculaires
préalables. Ces jeux de données seront complétés pour les populations manquantes et les groupes
externes par un nouvel envoi de clones a séquencer au Genoscope. En outre, les génes DEC-1 et GLU
seront également traités en terme de polymorphisme pour compléter cette étude. Les nombreuses
séquences obtenues et les analyses qui vont suivre permettront de répondre aux interrogations propres
a la génomique évolutive des Bivalves mais aussi apporter des réponses aux questions plus spécifiques
des modioles hydrothermales, notamment en termes de dispersion et d’hybridation des especes. La
comparaison des valeurs de polymorphisme et de divergence devrait quant a elle apporter des
informations précieuses sur I’action de I’environnement en terme d’instabilité dans la propagation

et/ou la rétention d’alleles avantageux.

VI- Résultats chez les huitres du genre Crassostrea.

VI.1- Le modele Crassostrea gigas / C. angulata

L'huitre creuse japonaise Crassostrea gigas et portugaise C. angulata ont été respectivement
décrites par Thunberg (1793) et Lamarck (1819). Les populations européennes des deux especes
proviennent d’introduction a partir de populations du Pacifique —C. angulata a été introduite,
probablement de Taiwan, par les premiers navigateurs portugais au XVlle siecle alors que C. gigas a
été introduite du Japon en France pour I’aquaculture au début des années 1970 suite a des épizooties
ayant frappées les élevages de C. angulata ainsi que de I’huitre plate, Ostrea edulis. La distinction
entre les deux especes, dont le statut taxonomique reste incertain, n’est pas aisee car il existe de
grandes similitudes morphologiques, pas de barriere a I’hybridation au laboratoire ou en milieu naturel
(Huvet et al., 2002), peu de différences au niveau chromosomique (Leitdo et al., 2004) et peu de
marqueurs génétiques les distinguent. Seul I’ADN mitochondrial (O'Foighil et al., 1998; Boudry et al.,
1998) et un indel flanquant un locus microsatellite (Huvet et al., 2004) permettent de les distinguer
nettement alors que les locus allozymiques (Buroker et al., 1979) et microsatellites (Huvet et al.,
2000b) ne dévoilent pas ou peu de différenciation entre les populations des deux especes. Les raisons
des contrastes observés entre les différents compartiments du génome sont donc a rechercher. Dans ce
contexte, I’analyse des fréquences alléliques devient insuffisante alors qu’une analyse multi-locus des
patrons de coalescence de séquences d’ADN (Wang et al., 1997) peut aider a trancher entre les
différents scénarios.

Nous présentons ici les résultats obtenus sur les six genes qui ont été compilés pour le moment

mais les données ont été récoltées pour seize genes en tout pour ces especes.
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VI.2- Génétique de la différenciation entre Crassostrea angulata et C. gigas

L’analyse des séquences a trés vite révelé chez Crassostrea un impact important de la
recombinaison intragénique. De ce fait, I’approche traditionnelle qui consiste a tenter de reconstruire la
généalogie des alléles est devenue problématique. Nous avons donc choisi une représentation en réseau
réticulé de recombinaison (Huson & Kloepper, 2005) qui permet d’illustrer I’action de la
recombinaison dans I’évolution des séquences (Figure VI.1). Les nombres minimaux de points de
recombinaison identifiés par la méthode de Hudson et Kaplan (1985) vont de 10 a 29 (Tableau VI.1)
ce qui montre qu’un travail sur des portions de séquences plus petites n’est pas envisageable.
L’importance de la recombinaison intragénique dépend du taux de recombinaison populationnel
(produit de la taille efficace Ne et du taux de recombinaison, r). Cette observation est donc logique
compte tenu que la diversité nucléotidique, qui dépend elle du taux de mutation populationnel (produit
de la taille efficace Ne et du taux de mutation, u), observé chez Crassostrea est également élevée
(Tableau VI.1). Enfin, les D de Tajima bien que toujours négatifs, ne s’écartent pas significativement
de I’attendu neutre a I’équilibre démographique. Il faut noté ici que le D de Tajima qui peut étre
compris comme une mesure de la déviance du spectre de fréquences alléliques a I’attendu neutre, est
réputé peu sensible a la recombinaison (Mousset et al., 2004).

Tableau VI.1: Diversité nucléotidique, D de Tajima, déséquilibre de liaison, nombre minimal
de points de recombinaison et décomposition de la variance moléculaire pour les six genes
analyses chez Crassostrea angulata et C. gigas.

GluSynth GlyPhos  GST PEPCK  PGM FMO

Diversité nucléotidique (r)
C. gigas 0.025 0.02 0.027 0.011 0.038 0.043
C.angulata  0.014 0.024 0.032 0.018 0.039 0.021

D de Tajima
C. gigas -1.63 -1.23 -0.71 -1.78 -1.24 -0.85
C.angulata  -1.67 -1.65 -0.64 -1.11 -1.24 -1.45
Déséquilibre de liaison
C. gigas 0.022 0.017 0.034 0.023 0.035 0.059
C.angulata  0.032 0.028 0.042 0.028 0.033 0.165
Nombre minimal de points 28 33 12 10 18 29

de recombinaison

Décomposition de la Variance Moléculaire

Entre espéeces 31% 2.5% 8.5% 17% 0% 10%
Entre populations 3% 1% 1.5% 0.5% 2.5% 4%
dans une espece

Intra population 66% 96.5% 90% 82.5% 97.5% 86%
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Dans la mesure ou les méthodes utilisant la théorie de la coalescence ne sont pas facilement
utilisables car la recombinaison n’a jamais été pris en compte dans les modéles de divergence, la
différenciation entre les deux espéces peut-étre analysée par les méthodes classiques de la génétique
des populations comme I’analyse moléculaire de la variance (Excoffier et al., 1992). La structuration
en especes explique de 0% a 31% de la variance moléculaire (Tableau V1.1). Cependant, nous n’avons
pour I’instant pas trouvé de méthode statistique satisfaisante nous permettant de tester si ces
différences entre locus impliquent nécessairement la présence d’une barriére semi-perméable au flux
génique ou si cette variance entre locus peut étre attendue sous I’hypothese d’un modéle d’isolement
partiel a I’équilibre migration-mutation-dérive. En effet, les différences de variance moléculaire
expliquées par la structure en espéces sont parfaitement compatible avec la variance inter-locus neutre
attendu a I’équilibre migration-mutation-dérive (voir Murray & Hare, 2006), mais les informations
phylogénétiques ne sont pas prises en compte de facon satisfaisante (notamment les deséquilibres de
liaison). Quoi qu’il en soit, I’effet homogene de la recombinaison sur I’ensemble de la phylogénie
montre que si introgression il y a eu, elle est suffisamment ancienne pour avoir permis la
recombinaison entre lignées divergentes. De ce fait, I’hypothese d’un effet important d’une
introgression récente en Europe (rappelons que C. gigas n’est présent en Europe que depuis une
trentaine d’année) peut d’ores et déja étre réfutée. Ce qui ne veut pas dire qu’elle n’a pas eu lieu, mais
qu’elle aurait agit sur des populations déja fortement impactées par le flux génique dans I’aire naturelle
de répartition des deux espéces (c.a.d. dans le Pacifique).
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Figure VI.1: Réseaux réticulés de recombinaison obtenus par la méthode de décomposition par
bipartition sur le nombre de différences nucléotidiques (Huson & Kloepper, 2005) pour les six genes
analysés chez Crassostrea. Les points bleus correspondent aux séquences echantillonnées dans les
populations de C. gigas et les points rouges aux séquences échantillonnées dans les populations de C.

angulata.
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VI.3- Analyse des contraintes sélectives

L’etude des mutations délétéres est classiqguement conduite a I’aide de deux approches tres
differentes : (i) une approche consiste a inférer le nombre et les effets des mutations délétéres par une
étude globale du génome dans des croisements contrblés et des mesures de phénotype macroscopique
tel que la survie ou la croissance (Falconer & Mckay, 1996; Ritland, 1996), (ii) une autre approche
consiste a etudier les variations a I’échelle microscopique des séquences protéiques (Eyre-Walker &
Keightley, 1999; Fay et al., 2001). Si la premiére approche a été énormément employée (Falconer &
Mckay, 1996), la deuxiéme n’a pour I’instant été explorée que chez quelques espéces modeles. Il est
probable que les deux approches s’intéressent a des effets déléteres trés différents, forts pour la
premiére et infimes (non mesurable par I’étude du phénotype macroscopique) pour la seconde. Il est
cependant intéressant de poursuivre les efforts d’analyse a I’échelle moléculaire afin de decortiquer
plus finement la distribution des effets délétéres des mutations.

Crassostrea gigas a dévoilé un fardeau genétique considérable qui compte parmi les plus fort
des animaux (Evans et al., 2004; Launey & Hedgecock, 2001). Qu’en est-il a I’échelle moléculaire ?
Les portions du génome contre-sélectionnées sont-elles porteuses d’une mutation a effet fort ou sont
elles denses en mutations a effet faible ? L’analyse du spectre des fréquences alléliques des mutations
non-synonymes par rapport a celui des mutations silencieuses nous donnera une estimation du nombre

de mutation délétere par génome (Fay et al., 2001).

0.7

0.6 - W Mutations non-synonymes

0.5 O Mutations silencieuses

04 -

0.3 -

Proportion

0.2

0.1 -

Fréquences alléliques

Figure V1.2 : Distribution des frequences alléliques des mutations non-synonymes et
silencieuses (synonymes et introniques) pour les genes GluSynth, GlyPhos et GST.
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La figure V1.2 présente les résultats obtenus pour les genes GluSynth, GlyPhos et GST. Les
mutations non-synonymes ségrégent en fréquence plus faible que les mutations silencieuses, signe
qu’elles sont contre-sélectionnées. Une estimation de la proportion des mutations non-synonymes qui
sont déléteres peut étre réalisée en comparant le ratio non-synonymes/silencieux pour plusieurs
catégories de fréquences (Fay et al., 2001). Les estimations sont données pour les genes GluSynth,
GlyPhos et GST dans le tableau V1.2.

Tableau V1.2 : Estimation de la proportion délétére dans les mutations
non-synonymes polymorphes.

GluSynth GlyPhos GST
C. angulata 92% 85% 75%
C. gigas 60% 82% 71%

En moyenne nous estimons que 78% des mutations non-synonymes sont déléteres. Cette
proportion est semblable a celle estimée chez I’homme (Fay et al., 2001) ; cependant, comme la
diversité est considérablement plus grande chez I’huitre que chez I’homme, cette proportion se
transforme en ~3500 mutations délétéres par génome haploide chez I’huitre contre ~300 chez
I’homme. Un fardeau génétique fort est donc détecté a I’échelle moléculaire. La taille génétique du
génome de I’huitre femelle a été estimé a environ 1000cM (Hubert & Hedgecock, 2004). Nous
estimons donc qu’il y a 3.5 mutations déléteres par cM en moyenne dans un génome haploide d’huitre.
Dans I’étude de Launey et Hedgecok (2001) un marqueur génétique marquait en moyenne 36 cM de
génome, soit 126 mutations délétéres d’apres nos calculs. 1l semble donc que ce qui a été inféré
comme une mutation delétere a effet fort puisse tres bien étre en realité la somme de nombreuses
mutations a effet plus faible.

Cette analyse préliminaire montre la richesse d’information contenue dans les données de
séquences codantes. Nous prévoyons d’utiliser des méthodes plus sophistiquées permettant d’inférer
I’effet des mutations sur la fitness (Bustamante et al., 2003). De plus, il sera intéressant d’explorer s’il
existe des variations entre géene. En effet, la diversité protéique est en générale trop faible pour faire

des inférences géne par gene, mais chez I’huitre ce type d’inférence semble possible.
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VII- Conclusions.

Les donnees moléculaires que nous souhaitions produire dans le cadre du projet Bivalvomix
ont dans I’ensemble été obtenues. IlIs nous reste un effort a faire dans I’obtention de données de
divergence qui se sont réveélées plus délicates a obtenir que prévu (probléme d’amplification par PCR).
Nous sommes maintenant dans la phase d’analyse des données et de rédaction d’articles scientifiques.
A ce stade, les résultats majeurs sont les suivants :

- Le génome des Mytilidés est pauvre en GC, il n’est pas structuré en isochore et il existe un effet fort
de la sélection pour I’usage des codons synonymes optimaux pour la traduction. Le génome de I’huitre
ressemble & celui de la drosophile en terme de variation du contenu en base des régions codantes et
non-codantes. Ces caractéristiques des génomes de Bivalves ne semblent pas étre la résultante d’une
taille efficace importante.

- Nous avons mis au point une technique de clonage permettant de produire une grosse gquantité de
séquence pour I’analyse du polymorphisme.

- L’analyse des premiers genes chez Mytilus a révelé un contraste spectaculaire entre portions du
génome avec un fort impact de la sélection sur la généalogie des alleles.

- L analyse des premiers géenes chez Bathymodiolus a permis d’affiner I’étude de la divergence entre
les espéces atlantiques et pacifiques ainsi que de dévoiler I’effet possible de balayage sélectif sur
certains génes. Une analyse plus fine des données nous permettra de quantifier les effets.

- L’analyse des premiers genes chez Crassostrea s’est révélée plus complexe que prévu car la forte
diversité observée chez cette espéce s’accompagne d’un effet fort de la recombinaison intragénique.
Les résultats obtenus montrent que I’introduction récente des populations en Europe n’a probablement
pas eu de gros impact sur la diversité génétique et que c’est en fait I’histoire des populations asiatiques
que nous cherchons a retracer.

- Nous avons estimé un fardeau de mutations déléteres extrémement fort en terme de nombre de
mutations chez I’huitre (~3500 mutations délétéres par génome haploide). L’effet des mutations sur la
fitness devrait pouvoir étre inféré avec I’aide de méthodes statistiques appropriées.
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