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Hay dos modos de conciencia: 
una es luz, y otra paciencia. 
Una estriba en alumbrar 
un poquito el hondo mar; 
otra, en hacer penitencia 
con cana 0 red, y esperar 
al pez, como el pescador. 
Dime tu, 
cual es mejor? 
Conciencia de visiollario 
que mira en el hOlldo acuario 
peces vivos 
fugitivos, 
que no se pueden pescar?, 
esa maldita faena 
de ir arrojando a la arena, 
muertos, los peces dei mar? 

Antonio Machado 



SOMMAIRE 
Page: 

INTRODUCTION 1 

Différenciation des populations en milieu marin 1 

Les marqueurs génétiques du polymorphisme: marqueurs 

mitochondriaux versus microsatellites 1 

Etat des connaissances sur la phylogéographie d'Ostrea edulis 3 

Objetifs de l'étude: hypothèses testées 3 

MATERIEL ET METHODES 6 

Caractéristiques biologiques de l'espèce étudiée 6 

Les échantillons 6 

Les marqueurs 8 

Analyse des échantillons: 9 

Extractions d'ADN 9 

Amplification par PCR d'un frag ment du gène mitochondrial de l'ARN 12S 9 

Analyse du polymorphisme de conformation simple brin (SSCP) 9 

Analyse des données: 10 

Analyse de la diversité haplotypique à l'intérieur des populat ions 10 

Etude de la différentiation entre populations à partir 

du paramètre Fst de Wright 10 



Analyse de l'isolement par la distance 12 

Classification agglomérative à partir des distances de Reynolds 13 

Congruence des Fst alléliques et haplotypiques 13 

Estimation des fluxs géniques à l'équilibre pour les deux types de marqueurs 13 

RESULTATS 15 

Profils sscp 15 

Diversité haplotypique intrapopulation 15 

structure des populations: 17 

Fst global , à l'intérieur des différentes mers et par paires de populations 17 

Classification agglomerative des populations 18 

Congruence des Fst alléliques et haplotypiques 20 

Ajustement des fréquences à un modèle d'isolement par la distance 21 

Flux génique et equilibre 23 

DISCUSSION 24 

Diversité haplotypique à l'intérieur des populations 24 

Comparaison des niveaux de différentiation révélés par les différents 
marqueurs 

La position des échantillons de Mer Noire 

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Références 

Annexe 1 

Annexe 2 

24 

28 

30 

32 



INTRODUCTION 

Différenciation des populations en milieu marin 

Les espèces marines semblent présenter un degré de différenciation géographique plus 

fa ible que les espèces animales de mili eu continental (Hedgecock, 1994 ; Ward èt al. , 1994). 

Ce phénomène est classiquement expliqué par la nature ouverte des océans, par les énormes 

taill es populationnelles de grand nombre de ces espèces ainsi que par leurs fortes potentialités 

di spersives, souvent dues à une phase larvaire planctonique. Cependant, il existe quelques 

exemples d ' espèces marines montrant des structurations spatia les à des éche ll es plus petites 

que cell e de leur potentiel de di spersion. D'abord, le milieu marin n'est pas aussi ouvert que 

l'on pourrait croire. Des barrières invisibles comme des changements brusques de salinité ou 

de température dues à l'embouchure d'un fl euve ou à la présence d'un cap peuvent constituer 

des barrières infranchi ssables ; des courants contrô lent souvent les traj ecto ires des larves 

(Palumbi et Baker, 1994). En plus, certaines espèces montrent des comportements de 

philopatrie . Un autre mécanisme a été évoqué récemment : de fortes variances dans le succès 

reproducteur sont suspectées chez beaucoup d'espèces marines à forte féco ndité e t phase 

larvaire pélagique (Hedgecock, 1994). ce qu i diminuerait sensib lement son effecti f efficace, 

accélérant les processus de dérive. et augmentant donc, en dépit d'un fort flux génique, les 

poss ibilités de différenciation loca le. Les études réali sées sur l'huître plate indiquent une 

structuration faible mais significative de ces populations naturell es coex istant avec des 

estimations du nombre abso lu de migrants très supérieurs à J (Jaziri, 1990 ; Saavedra et al. , 

1993 , 1995 ; Launey, 1997) 

Les marqueurs génétiques du polymorphisme: marqueurs mitochondriaux 
versus microsatellites 

Certains phénomènes de la Biologie des Populations, tel s que la structuration des 

popul ations, peuvent être étudi és de manière indirecte à l'aide de marqueurs génét iques 

polymorphes; ce qui permet d'intégrer l'information hi storique. Il ex iste plusieurs types de 

marqueurs. avec différentes propriétés, qui permettent de répondre à des questions de biologie 

évo luti ve à des échelles différentes. 

Les marqueurs mitochondriaux sont des marqueurs cytoplasmiques. Il s ont été signa lés 

comme les plus adaptés à l'étude de la structuration intraspécifique (Moritz el al., 1987). En 



effet, sa transmission basiquement maternelle et non recombinante, et son comportemelll 

haploïde (Boursot et Bonhomme, 1986) font que dans le cas des espèces à sexes séparés et 

sex-ratio de 1: 1, la taille efficace de la population so it réduite théoriquement d'un facteur 4 par 

rapport à l'ADN nucléaire. Ceci lui conférerait une sensibilité accrue aux phénomènes de 

dérive, de goulots d'étranglement etc. (Moritz el al., 1987). Un taux d'évolution spécialement 

élevé (de 1 à 10 fois plus rapide que le taux d'évolution g loba le pour l'ADN nucléaire (Avise 

el al. , 1987), confère à ce marqueur un remarquable polymorphisme intraspécifique (Avise, 

1994). 

Les ADN microsatellites sont des séquences répétées en tandem d'un court motif 

nucléotidique ( 1-6 paires de bases) (Queller el al. , 1993), e t qui se trouvent dispersés dans le 

génome nucléaire. Il s présentent des taux de mutation entre 10" et 10" (Dallas, 1992). Les 

mécani smes de mutation évoqués sont principalement des glissements de la polymérase et de 

crossing-over inégaux (Levinson et Gutman, 1987 in Jarne et Lagoda, 1996), ce qui provoque 

d'importants po lymorphismes de longueur. Plusieurs modèles de mutation, différents du 

modèle classique en nombre infini d'all èles (Infinite Allele Model, I. A.M .) ont été construits 

pour en rendre compte : par exemple le modèle pas à pas (Stepwise Mutation Model, 

S. M.M.) , ou chaque nouvelle mutation aj oute ou élimine un motifnucléotidique. 

Leur nature non-codante fait de ces séquences a priori de marqueurs neutres. Ces 

caractéri stiques en plus d'une codominance complète (Queller el al. , 1993) font de ces 

séquences des marqueurs moléculaires idéaux pour l'analyse fine de la structuration des 

populati ons, permettant même la reconstructi on de ped igrees. 

Cependant, ce type de marqueur présente aussi quelques prob lèmes. En effet, les 

mécanismes mutationels et le type de polymorphisme qu'il s génèrent impliquent la possibilité 

d'une cel1a ine homoplasie . Estoup el al. ( 1995) montrent que l'homoplasie est fréquente entre 

sous-espèces d'abeille mais peut être négligée à l'intérieur de chaque sous-espèce dans ce 

taxon. 

Les comparaIsons elllre marqueurs nucléaires et cytoplasmiques (en particulier 

microsatellites) restent encore rares, et poul1ant e ll es peuvent être uti les. Hare et A vise ( 1998), 

dans une é tude de la structuration génétique de 1 ' huître américaine Crassoslrea virginica, ont 

démontré que différentes séquences au sein d'un même échantillon d'individus peuvent 

montrer des schémas phylogéographiques très différents . En effet, dans leur étude, le 

marqueur mitochondrial montre une di scontinuité génétique entre les populations des côtes 

2 



atlantiques et celles du go lfe du Mexique, qui n'est pas observée sur les trois locus nucléaires 

analysés. Les auteurs interprètent que le marqueur mitochondri al, dû à son temps de 

coalescence plus court, pourrait refl éter l'ex istence d'une barrière fossile au flux génique, 

pendant la dernière glaciation. D'autres cas montrent une concordance des marqueurs 

cytoplasmiques et nucléaires, renfo rçant la structure observée. Par exemple, chez la crevette 

Pennaeus monodon, espèce des côtes de l'Australi e (Benzie e/ al. , 1993), le marqueur 

mitochondrial confirme la division est/ouest des populations observée préa lablement avec les 

allozymes. 

Etat des connaissances sur ta phytogéographie d'Ostrea edulis 

L'huître plate Os/rea edulis L. est un mollusque bi valve marin , de la fami lle des 

Os/reidae. Contrai rement à la majorité des espèces du geme Os/rea , dont la distri bution est 

essentiell ement pantropicale (Jaziri , 1985 in Jaziri 1990) , Os/rea edulis est une espèce de mer 

tem pérée. Sa di stri bution actuell e s'étend depuis la Norvège (65 0 degrés de latitude Nord), 

j usqu'à la baie d'Agad ir au Maroc. Elle se trouve éga lement sur les côtes méditerranéennes et 

de la Mer Noire (Ranson, 1967; Marte il , 1976 in Jaziri . 1990). La phylogéographie de cette 

espèce reste di scutée. Pour certains, son ori gine serai t at lantique (Ranson, 1948). Martinell et 

Marqu ina ( 1981 , in Jaziri , 1990) sur la base de don nées paléonto logiques, mentionnent la 

présence de l'espèce en Catalogne au cours du Pl iocène-Quaternaire, c'est à dire, juste après la 

crise Messinienne. Selon Jaziri (1990), la Méditerranée aurai t été un refuge pour l'espèce 

pendant les glac iations du Quaternaire, de so rte que les populat ions actuelles de la façade 

atl antiq ue européenne se seraient reconstituées à parti r de propagules venant de la 

Médi terranée. 

Objectifs de l'étude : hypothèses testées 

Plusieurs études ont été réalisés sur la diversité génique et la structuration 

géographique des populations naturelles d'huître plate. Cette espèce exploitée depuis 

l'Antiq uité a souffe rt de fortes surexploitations et deux épizooti es parasitaires graves pendant 

ce sièc le, surtout sur le littoral Atl antique. 

La plupart de ces travaux ont été réalisés sur la base de polymorphismes enzymatiques. 

Jaziri (1 990) et Saavedra e/ al ( 1993) montrent l'ex istence d'une légère di fférenciation 

signifi cative entre Méditerranée et Atlantique. De plus, Saavedra el al. ( 1995) , en se basant 

sur des clines et des di stri butions en V de fréquences allé liques pour quelques locus 
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allozymiques, suggèrent l'existence d'un contact secondaire ent re deux stocks, a tl antique et 

méditerranéen après la dernière glaciation, au niveau de Gibra ltar. Au sein de chaque mer, de 

très faib les différences apparaissent entre la Scandinavie et le reste de l'A tl antique 

(Johanesson et al. , 1989) et en Méditerranée entre est et ouest (Saavedra et al. , 1993, 1995), 

mais la différenciation g lobale semble fa ible, ce qui suggère l'ex istence d'un flux génique 

important. 

Une étude de la structuration des populations avec cinq locus microsatellites (Launey, 

1997), tout en trouvant un polymorphi sme beaucoup plus important, montre des résultats de 

structuration géographique très congruents avec les études a llozymiques antérieures; en 

montrant des Fsi globaux qui ne sont pas significati vement différents des Fsi allozymiques, 

des structures de dendrogrames éq ui valentes à celles de Jaziri ( 1990) et Saavedra et al. ( 1995) 

et les mêmes schémas de di ffére nciati on à l'intérieur de l'A tlant ique et de la Méditerranée. 

Cependant, plutôt qu'lm contact secondai re de deux stocks (Saavedra et al .. 1995), ce travail 

met en év idence une corrélation significati ve entre di stances génétiques et di stances 

géographiques, par paire de populations, sur l'ensemble de l'aire de répartiti on. Ce phénomène 

peut être aussi observé avec les dis tances génétiques enzymatiques, mesurées par le Gs/ de 

Nei (Ju li a.. 1997), mais la pente de la régression devient plus raide pour les locus 

a ll ozymiques. Launey ( 1997) avait avancé deux hypothèses possibles pour exp liquer la faib le 

pente obtenue avec les marqueurs microsatellites : les locus enzymatiques pourraient se 

trouver sous sélection (rappe lons l'exi stence de c1ines dans les fréq uences a lléliques pour 

certains locus enzymatiques entre Méd iterranée et Atlantique) ; ou . bien il pourrait y avo ir des 

phénomènes d'homoplasie aux locus microsatellites, ce qu i dim inuerait sensiblement la 

di fférenc iation génétique apparente. 

Le but de la présente étude est de .comparer la structure géographique des populations 

d'Os/rea edulis révélée par un marqueur mitochondrial (un fragment d'environ 200pb 

appartenant à la séquence de l'ARNr 12S), avec celle obtenue avec les marqueurs nucléaires, 

notamment les microsatellites. En reprenant les échantillons de Launey ( 1997) no us nous 

atte ndons à ce que les di ffére nces observées so ient uniquement dues aux propriétés 

intrinsèques des marqueurs et non à des d ifférences d'échantillonnage. Les objecti fs de ce 

travai l étaient donc de savo ir si le marqueur mitochondria l, dû à ses propriétés spéciales 

d iscutées auparavant (transmission par la vo ie femell e et sans recombinai son), montrerait une 

structuration différente de celle révélée par les marqueurs nucléaires, et de comparer 
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spécialement les flux géniques estimés par les deux types de marqueurs. En effet, si les 

populations d'huître plate sont à l'équilibre migration-dérive, nous nous attendons à ce que le 

nombre de migrants effi caces. Nm, estimé par le marqueur mitochondrial so it réduit d'un 

fac teur 2 par rapport à celui estimé avec les marqueurs microsatellites (génome haploïde, 

espèce hermaphrodite). 
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MATERIEL ET METHODES 

Caractéristiques biologiques de l'espèce étudiée 

Les bancs et les cultures d 'Os/rea edulis se trouvent dans la zone infralittorale des 

côtes et des étangs ouverts à la mer. 

Il s'agit d'une espèce hermaphrodite, à sexualité consécutive rythmique, généralement 

protandrique. Le rythme de l'inversion sexuelle augmente avec la température de l'eau. Ainsi, 

pendant qu'en Scandinavie les huîtres plates ne changent de sexe qu'une foi s par an, dans les 

côtes de Grande Bretagne elles peuvent changer de sexe dans une même saison reproducti ve . 

Ceci peut s'expliquer aussi par la durée de cette sai son, laquelle diminue avec la latitude. La 

ponte de l'huître plate arri ve de mars-avril à octobre sur les côtes de l'Adriatique, mais 

seulement entre juill et et août en Norvège. Des décalages peuvent se tro uver aussi entre les 

zones océaniques et les parties hautes des estuaires et des bassins (Ledantec et Marteil , 1976). 

En dépit de l'hermaphroditisme, il ex iste un déséquilibre dans le sex-ratio au cours 

d'une saison de reproduction chez 0. edulis, le nombre de mâles dépassant celui des femelles. 

Ce déséquilibre peut atteindre un rapport de 3: 1 (Ledantec et Marte il , 1976). 

0. ed/llis est une espèce vivipare. La fe melle incube les œuf dans la cavité pa lléale 

pendant 8 à 10 jours (Korringa, 1947; Marteil , 1960 in Ledantec et Marteil , 1976). Entre 

500000 et un mill ion de larves sont alors libérées, lesquelles intègrent le plancton pendant une 

moyenne de 10 jours, où elles se nourri ssent. La durée du stade larvaire est inversement 

proportionnelle à la température ainsi qu'à la survie des larves. Celles qui réussissent doi vent 

encore arri ver à se fi xer, et commencent alors une vie de filt reurs sessiles. D'où le fa meux 

aphori sme espagnol "aburrirse como una ostra" (s'ennuyer comme une huître). 

Les échantillons 

Les échantillons de S. Launey ( 1997) (507 indi vidus en total), proviennent de 13 

populations naturelles d'Os/rea edulis, recouvrant la majeure partie de l'ai re de répartition de 

cette espèce: l'aire nord-méditérraJUléene (de la Croatie au bassin de Thau) et Atl antique (du 

Portuga l à la Norvège). Nous avons également pu avoir accès à deux échanti llons nouveaux en 

provenance de la Mer Noire (Sevastopol, 13 indiv, Donouzlav, 22 indiv) (F ig. 1). 
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ret>aslopol r 

Fig. 1 : Distribution géographique de l'échantillonnage. Les bordnres en rouge indiquent les endroits ou 
la présence de O. edulis a été reportée (D'après Jaziri, 1985 in Launey, 1997) 

Par populations nature lles nous entendons soit une population n'ayant pas subi d'exploitation 

au cours d'un passé récent, soit une population explo itée pour l'ostréiculture à partir de captage 

naturel local. Les populations ayant subi des introductions externes récentes ont été exclues autant 

que possible, mais il faut toujours garder à l'esprit qu'il s'agit d' une espèce exploitée depuis 

l' Antiquité. Les échantillons ont été regroupès en fonction de leur o rigine géographique tels qu'ils 

l'ont été dans le travail de Launey (1997). 

• Atlantique nord : Norvège (Oslo, 47 indiv.), Irlande du nord (Lough- Foyle, 48 indiv.), Irlande du 

sud (Cork 31 indiv.), Pays Bas (mer intérieure de Grevelingen, 22 indiv.) et Normandie (32 

indiv.) 

• Atlantique sud: Bretagne sud (Baie dc Quiberon, 46 indiv.), La Rochelle (42 indiv.), Espagne 

(Galice, 35 indiv.), Portugal (Ria Formosa (Algarve), 14 indiv.) 

• Méditerranée ouest: Etang de Thau (50 indiv.) et Port-Saint Louis du Rhône (50 indiv.) 

• Méditerranée est: Italie (Venise, 23 indiv.) et Croatie (Région de Dubvrovnik, 50 indiv.) 
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Les marqueurs 

Le polymorphisme des populations d'Os frea edulis a été analysé pour un marqueur 

moléculaire mitochondrial. Il s'agit d'un fTagment d'environs 300 paires de bases du gène de 

l'ARN 12S. 

Des amorces spécifiques pour l'amplification de ce fragment ont été définies pour 0 

edulis dans le cadre de cette étude. Pour cela, des ampli fications par PCR ont été réalisées sur 

quelques individus provenant des extrêmes et du centre de l'aire de répartition de cette espèce. 

Les anlorces uni verselles du gène mitochondrial de l'ARN 12S (Kocher el al. , 1989) 

amplifiaient faiblement deux fragments d'ADN de taille di fférente. Celui présentant la taille 

attendue (350 pb) a été prélevé après migration en gel d'agarose et réamplifié . Ce fragment a été 

ensuite séquencé pour un individu de Oslo et un autre de Venise. Les séquences obtenues ont été 

comparées avec de nombreuses séquences de l'AR 12$ déjà présentes pour d'autres 

organi smes dans la littérature, notamment avec la séquence de l'ARN 12S de C. gigas, un autre 

mollusque bivalve, avec laquelle, la séquence obtenue présentait une fOite identité (96%). Deux 

séquences re lati vement conservées entre les taxons analysés, et encerclant un segment qui 

présentait déjà une certaine variabilité intraspécifique ont été sé lecti onnées pour constituer de 

nouve ll es amorces: 

12Sbis 1: S'-GAGCAGCTGCn -AAAACTCG-3' 

12Sbis2: 5'-GTT AA TCTCCCTTTACTCCC-3' 

Les deux oligonucléotides présentent une proponion en bases GC de 10/20. A panir de 

SO°C de température d'hybridation , ces nouvelles amorces n'amplifient plus aucun fragment 

pour C. gigas ni pour Pleria spp., espèces pour lesquelles les amorces uni versels du 12S 

(Kocher el al. , 1989) pemlettent des amplifications à plus hautes températures. Par contre, les 

nouvell es amorces permettent encore des ampl ifi cations de l' ARNr 12S sur 0. edu/is à 56°C. 

Les données brutes de polymorphi sme de taille obtenues par S. Launey (non publi ées) 

pour 5 locus microsatellites sur ces mêmes échantillons ont étés repri ses et traitées avec les 

mêmes méthodes que le marqueur mitochondrial (voir "Analyse des données") dans le but d'une 

comparaison des deux types de marqueurs. 
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Analyse des échantillons 

Extraction de l'ADN 

Des extractions d'ADN ont été réali sées selon la méthode du « phénol chlorofo m1e» 

(Desmarais el al. , 1995), à partir de fragments de branchies conservées dans l'alcool ou 

congelées à -20°C. Ceci a été fait sur la totalité des nouveaux échantillons, ainsi que sur certains 

individus de l'échantillonnage de Launey ( 1997) pour lesquels les anciennes extractions aux 

Chelex ne pennettaient' plus une amplification correcte. 

Amplification par PCR d 'un fragment du gène mitochondrial de l'ARN 12S 

La réaction de polyméri sation en chaîne permet d'obtenir in vilra de grandes quantités 

d'une séquence d'AD en se servant d'une enzyme polymérase thermorésistante, Cette techn ique 

a permis d'a lléger grandement certains protocoles de biologie moléculaire, en rendant possible 

son utili sation dans grand nombre de problématiques de biologie des populations (Bonhomme 

el . al .. 1995) . 

Un fragment d 'environ 300 paires de bases de l'ARN 12S de l'ADN mitochondrial a été 

am pli fié par cette méthode à partir de l'ADN total ex trai t, à l'aide des an10rces spécifiques 

décri tes plus haut. La composi ti on du mélange réactionnel ai nsi que le programme sont décrits 

en déta il en annexe 1. Des témoins négatifs ont été ajoutés en routine afi n de contrôler de 

poss ibles contaminations. Les produits de PCR sont co lorés au bromure d 'éthidium et visuali sés 

sous U. V. après migration sous gel d'agarose à J%. Un marqueur de taille de 100pb a permis de 

vérifi er la taille des fragments. 

Ana lyse du polymorphisme de conformation simple brin (S .S .C .P .) 

Le polymorphisme de séquence du fragment amplifié a été mis en évidence par la 

méthode du polymorphisme de conformation simple brin ou S.S.c.P. (Orita el al .. 1989). 

L' ADN double brin, préalablement dénaturé, migre par électrophorèse dans un gel de 

polyacrylamide non dénaturant. Les molécules d'ADN simple brin adoptent une confonnation 

tertiaire dans l' espace, qui semble, pour des petits fragments, très influencée par la séquence. 

Pour des fragments de taille égale, la vitesse de migration dépend de cette confonnation. Les 

conditions de migration (température, temps de migration, puissance) doivent être étroitement 
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ajustées et maintenues, afin de conserver une conformat ion spécifique et stable (Desmarai s el 

al., 1995). Cene technique pennettrait de détecter environs 90% des variants lorsque ceux ci 

différent d ' une seule mutation ponctuelle pour un fragment entre 300 et 450 pb (Hayashi , 199 1, 

in Lessa el Applebawll , 1993). Pour un haplotype. deux bandes correspondant à chaq ue brin 

d'ADN sont anendues, mais dans certains cas, plus de deux bandes peuvent être observées, à 

cause de l'existence de plusieurs conformations stables pour un même brin dans les conditions 

choisies. Les protoco les utili sés sont décrits en annexe 1. 

Analyse des données: 

Analyse de la diversité haplotypique à l'intérieur des populations 

La diversité haplotypique au sein des populations a été estimée par la diversité génique 

H de Nei ( 1987) , qui correspond à la probabilité d 'obtenir deux allè les' différents lorsque nous 

tirons deux fois au hasard sur l'ensemble des allèles d ' une populati on. Celle ci correspond 

aussi, dans le cas des génomes diploïdes, à l' hétérozygot ie attendue sous l' hypothèse de 

panmixie. 

L' estimateur corri gé pour le biais d ' échantillonage (Nei. 1987) et pour des données 

hap lotyp iques Hl1.b.'= (N/(N- I))( I-L,x, ' ), où N est la taille de l' échantillon et x, la fréquence 

du ième haplotype. a été utili sé à l'aide du logic iel Genetix 4.0 (Belkhir e t al .. 1996). 

L' analyse a été effectuée sur les échantill ons de chaque loca lité. Les di versités 

moyennes ont été calculées à l'intérieu r des regroupements par régions (A tl antique nord , 

A tl antique sud, Méditerranée est et Méditerranée ouest), étab li s par Saavedra el al. ( 1993, 

1995) et par Launey ( 1997) (vo ir Les echanl ilions). 

Etude de la différentiation entre populations à partir du paramétre Fst de Wright 

Les indices F de Wright ( 195 1) mesu ren t l' approche vers la fixati on d'un a ll èle dans 

une population .. Dans le cas des organi smes dip loïdes, il est évident que F mesure aussi une 

perte d'hétérozygotie. Dans une population subdivi sé, on peut décomposer l' écart total à la 

fixation ( I-Fil) en une composante due aux phénomènes intrapopulationnels d ' écart au 

condi ti ons de Hardy-Weinberg (co nsanguinité, sélection .. ) (Fis) ; et autre due à l'écart à la 

panmixie due à la structurati on en subpopulations (e ffet Wahl und) (Fsl). 
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La différentiation entre populations a été estimée par l'indice FSI de Wright (1951), 

selon l'estimateur Thêta de Weir et Cockerham ( 1984), qui est un estimateur sans biais de 

cette va leur dans un modèle en îles infini. Nous avons choi si cet estimateur au li eu du GSI de 

ei par ce nous ne disposons pas d'un échantillonnage homogène, et que le GSI est très 

innuencé par la variation du nombre de populations échantillonnées et d'individus dans 

chaque échant illon (Cockerham et Weir, 1987, 1993 in Chi khi, 1995). Slatkin et Barton (1989 

in hikhi , 1995), à partir de simulations ont trouvé que lorsque les populations sont peut 

isolées, GSI avait tendance à sous-estimer les échanges migratoires et 8 à les surestimer, tandi s 

que lorsque les populations sont différenciées, les deux estimateurs donnent des résultats très 

proches. 

Pour est imer le FSI , Weir et Cockerham (1984) analysent les composantes intra- et 

interpopulationnelles de la variance des fréquences a ll é liques. Plus explicitement, si nous 

décomposons la variance totale V en : 

• A. composan te de la variance des fréquences all éliques due à la différentiation en 

subpopulations 

• B. composante de la variance des fréquences a llé liques due à l'exi stence de ditlérences 

entre les individus à l' intérieur de chaque subpopulation, et 

• C, composante due aux corré.lations existant entre gamètes au niveau des individus 

L' estimateurs du paramètre FSI est lié aux composantes de la ' variance (V=A+B+C) 

par l' express ion: 8 = " FsI = A N 

Un " F51 multiallélique a été calculé à l'aide du logiciel Genetix 4.0 (Belkhir, 1996), en 

uti li sant l'estimateur 8 multiallélique de Weir et Cockerham (1984) : 

0 = " FsI = 

Ou i est le ième haplotype 

Le Fsl a été estimé pour la population g loba le, ainsi que pour les différents 

regroupements géographiques (vo is Les échantillons). Enfin, la valeur de 8 par pai res de 

popu lat ions a été aussi calculée. 
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La signifi cat ivité des va leurs de Bobtenues sont testées à l'a ide du logiciel Genetix 4.0 

(Belkhir el al. , 1996). qui effectue des tests non paramétriques par permutations. Pour tester 

l'hypothèse nulle. B = 0, on effectue des permutations aléatoires des individus sur l'ensemble 

des échant illons. Un nouveau B est calcu lé à chaque permutation. Après un grand nombre de 

ces opérati ons ( 1000 dans ce cas), une distribution de la stati stique B est obtenue. Il est alors 

possible d'estimer la probabilité d'obtenir une valeur de B sous l'hypothèse nulle (panmixie 

entre les populations) plus grande ou éga le à la va leur obtenue avec la matrice de données 

initia le. Dans le cas des Bpar paires, le seui l de significativité a été établi après une correction 

de Bonferroni séquentielle (Rice, 1989). Puisque nous ne connaissons pas le degré de 

dépendance entre paires d'échantillons, nous avons établi le seuil initial en considérant toutes 

les pa ires d'échant illons indépendantes ; donc a = 0,05/78 = 6.4x 1 0"". 

Analyse de l'isolement par la distance 

L'ajustement des données hap lotypiques à un modèle d'i solement par la di stance a été 

ana lysé par la régress ion de la distance génétique par paires d'échantillons. calculée par e/( l

e). et de la di stance géographique par paires, mesurée par la di stance côtière au curvimètre 

(modè le d'i so lement en une dimension). Cette méthode a été défini e par Rousset ( 1997) à 

partir d'un modèle de structuration des populations en pas japonais (stepping stone), mais le B, 

calculé selon un modèle en nombre infini d'îles peut être utili sé pour les calculs (Rousset. 

1997) . 

Un test de co rrélation de Mantel ( 1967) 'entre la matrice des distances génétiques et la 

matri ce des di stances géographiques par paires de populations a été réali sé . Pour cela, des 

permutat ions a léatoires sont réa li sées à l'intérieur d'u ne des demi-matrices, en simulant la 

s ituatio n sous l'hypothèse nulle (1-10 : distances génétiques indépendantes des di stances 

géographiques). Le paramètre d'association z (coeffici ent de Mantel) entre les deux semi

matri ces est calculé à partir des données réelles puis comparé à la série de pseudo-valeurs 

obtenues après chaque permutations. Le coefficient z de Mantel (z = S; Sj X ;j Y ;j ; i = nO ligne, 

j = n co lonne) permet de s'affranchir de la non indépendance des données due à sa 

multiplication artificielle, ce qui est notre cas lorsque nous calculons les B par paires de 

popu la ti ons. 

Après un grand nombre de permutations (dans ce cas, 10000), une distribution du 
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coefficielll z est obtenue . Il est a lo rs possible d'estimer la probabilité d'obteni r une va leur de z 

plus grande ou égale à l'initia le sous l'hypothèse null e. 

S' il existe un isolement par la di stance, dans un modèle à une dimension e t pour le 

génome mitochondrial , nous nous attendons à obtenir une droite de pente b = 1/2N,a' . Ou N, 

est la taille efficace de la population de feme lles, et (J ' la vari ance de la position parentale par 

rappo rt à la position de la descendance (Rousset, CO Ill . pers. ) 

Classification agglomérative à partir des distances de Reynolds 

La différenciation entre populations a été estimée par la di stance génétique de 

Reynolds par paires d ' échantillons, qui est bien adaptée pour compare r des populations 

faib lement différenciées (Reynolds el al., 1983) 

D = -I n( I-Fst) 

O ù FSI par paires de populations a été estimé à partir de e de We ir e t Cockerham 

(1984). 

A partir de la matrice des di stances ai nsi obtenue. nous avo ns construit un 

dend rogramme classificateur des échantillons par la méthode de ne ighbor-j o ining (Saitou el 

Nei , 1987) à l'aide du log iciel PHYLIP (Fe lsenstein, 1993). Le principe de cene méthode 

cons iste à trouver les paires de OTUs (U nités Taxonomiques OpératiorUle ll es, dans ce cas les 

échantill ons) qui mini misent la longueur total de branche à chaq ue stade d'agg lomérat ion, en 

commençant à parti r d'un arbre en éto il e. Cette méthode permet d'abo ut ir à un arbre non 

rac iné de longueur minimale si les conditions d'additi vité des d istances observées (règle des 4 

po ints) sont sati sfaites; la longueur des branche étant proporti onnell e à la distance entre les 

OTUs. 

Congruence des Fst alléliques et haplotypiques 

La congruence entre les do nnées obtenues par les locus microsate llites e t le locus 

mitochondri al a été analysée par une régress ion des va leurs de () par paires obtenues par les 

deux types de marqueurs de façon globa le et locus par locus. Un test de corré latio n de Mantel 

( 1967) a été également réali sé pour chaque régression, en confrontant les deux demi-matrices 

de e par pa ires obtenues avec chaque marqueur. 
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Estimation des flux géniques à l'équil ibre pour les deux types de marqueurs 

Dans le cadre d'un modè le "en îl es" où l'on cons idère un nom bre infi ni de populati ons 

susceptibles d'échanger des migrants avec une probabilité uni forme et isotrope, en l'absence 

de sélection et de mutation et quand le système est à l'équili bre migration-dérive, FSI suit la 

relati on dans le cas diploïde: Fsl = ( l-m)'/(2Ne-(2Ne-1 )(I-m)' ), où Ne est la taill e effi cace de 

la populati on, et m la proportion de migrants (Wright, 193 1 in Hartl et Clark, 1989). Dans le 

cas haploïde mi tochondri al, il fau t substi tuer dans cette équati on 2 e par 1 Nr (Tai lle efficace 

de la populati on de femell es) . Si ont suppose cette proportion m nég ligeable devant 1, la 

sui vante approximation peut être fa ite pour les cas d iploïde et haploïde mitochondri al : 

DIPLOïDE HAPLOïDE M ITOCHON DRI AL 

Fsl = ----- Fsl =-~---

2Nrm + 1 

Le nom bre de migrants estimés à parti r des deux types de marqueurs est comparé dans 

le but de voi r si les d ifférences de valeurs obtenues concordent avec les différences de taille 

efficace considérées théoriquement pour chaque type de marqueur, ce qui est attendu quand 

les populations se trouve nt à l'équil ibre migrati on-déri ve. 
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RESULTATS 

Profils sscp 

Les analyses du polymorphisme de conformation simple brin du fragment de l'ARNr 

12S, ont montré l'existence de 15 haplotypes di fférents dans la totalité de l'échantillonnage 

(F ig. 2). Deux sont majoritaires, et le reste sont des haplotypes rares. Les données 

haplotypiques détai ll ées pour chaque individu échantillonné sont présentées en Annexe 2. 

Fig.2: Haploty pcs d ' un frag ment de l' ARN r 12S révélés pa r S.S.c.P. (MED : Méd iterranée ; 
A TL : Atlantique ; MN :Mer Noire) 

Les haplotypes majoritaires "A" et "B" présentent une inversion de fréquences entre la 

Méditerranée et l'Atlantique. Il s sont absents des échantillons de Mer Noire, où l'haplotype 

rare "1" dev ient dominant (F ig. 3). 

Diversité haplotypique intrapopulation 

La figure 4 indique les valeurs de di versité haplotypique à l'intérieur de chaque 

échantillon selon l'estimateur non biaisé de Nei, H"b' Les diversités géniques à l'intérieur de 

chaque "mer" ont été aussi calculées à titre indicatif. 
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Fig. 3 : Fréquences des haplotypes dans les différents échantillons 

En dépit d'un plus grand effort d'échanti llonnage en Atlant ique (328 indiv.) qu'en 

Méditerranée ( 173 indiv.), la diversité génique (Hn,b.) moyenne est plus fa ible dans le premier 

regroupement (0,434±0, 170) que dans le second (0,629±0,0,054), surtout du aux échantillons 

d'Atlant ique "sud" (0,332±0, 158) qu'à ceux d'Atlantique "nord" (0,515±0, 123). Cependant, la 

seule diffé rence significative, après une analyse de la variance, se tro uve entre les échantillons 

de Méditerranée et ceux d'Atlantique sud. Nous ne trouvons pas de différence significative de 

diversité génique moyenne entre Méditerranée est (0,643±0,073) et ouest (0,6 14±0,034), 
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Fig. 4 : Diversité haplotypique non biaisée de Nei (1987) (H.,.) dans les différents 
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Structure des populations: 

Fst global, à l'intérieur des différentes mers et par paires de populations 

Dans le but d'une compara ison avec les résultats obtenus sur les locus microsate llites, 

nous avons esti mé un FsI global avec et sans les échantillons de Mer No ire, et également à 

l' intérieur de chaque "mer" . Le tableau 1 indique ces estimations selon Weir et Cockerham 

( 1984), et leur probabilité sous l'hypothèse null e (Tableau 1). 

Tablea u 1 : Fst globaux et a u sei n des différentes mers, es timés par le e Weir et Cocke rh am 
(1984), et probabilités assoc iées sous l' hypot hèse nulle d'absence de structu ratio n. Le seuil de 
sign ificat ivité, après test d e Bonfe rroni, est situé à a = 0,05/5 = 0,01 . 

B mitochondrial B microsatellites 

G lobal 0,262 p~O ,OO I 

Global sans Mer Noire 0.179 p~O.OOI 0,027 p~O,OO 1 

Méditerranée 0,0 19 p~0 ,080 0,017 p~O,OO 1 

Atlantique 0, 153 p~O,OO I 0,02 p~O,OO 1 

Mer Noire 0,000 p~0 , 776 

Le tableau 2 indique les valeurs des 0 par paI res d'échantillons e t les probabilités 

associées. Le seuil de significativité est étab li après correcti on de Bonferroni séquentie ll e, en 

considérant les pa ires comme complètement indépendantes entre elles, ou avec une con ecti on 

de Bonferroni simple, en considérant indépendants seul ement les échantill ons. 

Il est intéressant d'observer que les échanti llons de la Méditerranée et d'Atlantique 

présentent tous des structurations significa ti ves entre eux, exception faite des échantill ons 

d' Irl ande, et que l'échantillon d'Oslo se différencie significati vement de tous les autres, sauf de 

celui de Ria Formosa (Portugal). La non-signifi cativité de tous les FsI par paires incluant Ri a 

Formosa résul te sans doute du faible effectif de cet échantillon ( 14 indiv.) 

No us n'avons pas inclus les échantillons de Mer Noire dans cette analyse parce que il s 

ne présentent aucun allè le en commun avec certains échantillons de Méditerranée e t 

A tlantique, rendant faux les calculs de FsI entre eux. L'arbre construit n'ayant pour but qu'une 

comparaison avec celui produit avec les marqueurs microsatellites, l'inclusion de ces 

échanti llons ri squerait de distorsioner les effets produits par le seul marqueur mitochondrial. 
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Cependant, par sa composition hap lotyique. les échantillons de mer oi re s'agglomèrent avec 

l'échantillon d'Oslo. 

Tableau 2 : () par pai res d'éc hanti llons, calculés à pa r tir des fréq uences ha plotypiques de 

l' ARN r 12S, et ta ille des écha n t illo ns. En sombre, valeurs s ign ificatives après correction de 

Bo n fe r ron i séq ue ntie lle, a initial = 0,05/78 = 0,0006. En gras, vale u rs sign ificatives a u seuil a = 
0,05/13 = 0,004, obtenu avec correction de Bonferroni, considérant les échantillons indépendants 

en tre eux mais pas les paires 

Lough Cork Port Quibe Roche Vigo RiaFo Thau Rhône Venez Dubro 
Foyle Bessin ron Ile rmosa ia vnik 

Oslo (n=48) 0,159 0,120 0,222 0,309 0,348 0,271 0, 136 0,180 

Grcvel ingen 0,095 0,172 0,000 0,0 16 0,0, 10 0,000 0, 152 0,250 0,489 0,211 

LoughFoyle 0,000 0,066 0,133 0,156 0,116 0,000 0,052 0,048 0,220 0,04 

Co rk 0, 128 0,2 14 0,245 0,193 0,000 0,003 0,011 0,184 0,025 

Port Bess in 0,000 0,008 0,000 0, 118 0,225 0,2 16 0,455 0,188 

Quiberon 0,000 0,000 0,226 0,311 0,305 0,570 0,277 

La Roche lle 0,000 0,280 0,339 0,332 0,610 0,306 

Vigo 0,203 0,289 0,28 1 0,540 0,248 

Ria Formosa 0,000 0,000 0, 155 0,00 1 

Thau 0,000 0,082 0,007 

Rh ône 0.059 0,000 

VCllczia 0,063 

Taille de 27 48 32 34 46 44 35 14 50 50 23 50 
l'échan lilJon 

Classification agglomérative des populations 

Les arbres non racinés obtenus avec les marqueurs mitochondrial et microsatellites, 

par la méthode de Neighbor-Joining (Saitou et Ne i, 1987) sur les distances de Reynolds, sont 

présentés dans la fi gure 5. Il ex iste des différences de taille et de structure entre les deux 

arbres. Les di stances de Reynolds entre échantillons pour l'ARN 12S sont environs 10 foi s 

plus fortes que celles relevées pour l'ensemble des locus microsatell ites. 
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fig 5 : Arbres non enracinés des échantillons, inférés à partir des matrices de di stances génétiques de Reynolds (Reynolds el al. , 
1983) sur le marqueur ARNr 12S, et sur l' ensemble des marqueurs microsate llites (Launey, 1997). Les deux arbres sont construits 
par la méthode de Neigbor-joining (Sa itou et Nei, 1987) 



Congruence des Fst alléliques et haplotypiques 

Le tableau 3 indique les valeurs de corrélation et leur probabilité sous l'hypothèse nulle 

d' indépendance. entre les valeurs de e obtenus avec le locus mitochondrial par paIres 

d'échantillons, et ceux obtenus avec les locus microsatellites, rassemblés ou bien un par un . 

Les coeffi cients de corrélation sont faibles pour les locus microsatellites pris un par un. 

Après correction de Bonferroni séquentiell e (seuil initial ex = 0,05/6 = 0.008 ; deuxième seuil ex = 

0,05/4 = 0,0 13), seulement la corrélation avec l'ensemble des locus microsatellites, et ce lle avec le 

locus HI 5 sont signifi cati ves. Ceux avec U2 et T5 frô lant la signifi cativité. 

Tableau 3 : Coefficien ts de corrélations z de Mantel (et probabilité associée) et r d e Pearson, d es e 
par paires mitochondria l et mi crosa tellites (regro upés ou locus par locus) (se uil de sign ifica tivité 
avec correction de Bonferroni séq uentielle ex initia l = 0,05/6 = 0 ;008) 

Corrélation entre les B de z (Coef. de Mantel) r (Coef. de Pearson) 

ARNr 12S/ e microsatellites 0,868 p '" 0,005 0,59 

ARNr I2S/ 0 J 12 1,723 P '" 0,123 0,34 

ARNr I2S/ e U2 0,331 p ",0,0 16 0,50 

ARNr I2S/ 0 HI 5 0,2 12 p '" 0,002 0,55 

ARNr I2S/e09 0,564 p '" 0, 146 0,29 

ARNr I2S/eT5 0,492 P '" 0,0 15 0,48 

La dro ite de régress ion des e par paires mitochondri aux et microsatell ites présente une 

pente de 0.07 (Fig.6). Cette même pente est de 0,13 avec le seul locus H 15. 
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Fig. 6 : Droite de régression, obtenue par III méthode des minimums carrés, des (J par pai res 

obtenus avec l'ARNr 12S et les (J par paires obtenus avec l' ensemble des locus microsatellites. 
Equation de la droite obtenue et coéfficient de corrélation r2 de Pearson 

Ajustement des fréquences à un modéle d'iso lement par la distance 

La fi gure 7 .montre la régression de la di stance génétique par pa ires d'échantillons, 

estimée par 0/(1- 11) sur la di stance géographique (Rousset, 1997). Le paramètre d'association z est 

signi fi cati f pour la régression globale (p ~ 0.0 1), mais pas au sein de chaque mer (p ~. 0.1 en 

Atl antique et p ~ 0,7 en Médi terranée). 

La pente de la droite de régress ion est de b = 3x 10,5 K.J,,' 1 = 1/2Np', où cr' est la vari ance 

de la pos ition parentale par rapport à la descendance (Rousset, 1997). Nous pourrions donc 

dédui re, si la taill e efficace de la population de femelles était connue, la di stance moyenne 

parcourue par les larves avant fi xation au substrat, dans un modèle en pas japonais (par cr 

=( 1/2Nrb)'12 ; dans le cas di ploïde nucléa ire cr = ( 1/4N,b)'Il , où N, est la taille effi cace de la 

population). En reprenant les estimations moyennes de taille effi cace de l'espèce Oslrea edulis, 

obtenues par Launey ( 1997), à partir des données microsatellites, sous les modèles de mutation 

pas à pas (S. M.M) ou en nombre infini d'a ll èles (I. A. M), nous avons réali sé différentes 

estimations de cr (Tableau 4). 
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Fig. 7 : Droite de régréssion de la distance génétique (8/(1-8» par rapport à la distance 
géographique côtière (Km) (Rousset, 1997). Equation de la droite et coéfficient de corrélation 1'2 de 
Pearson. Les droites obtenues par les mêmes régressions avec les marqueurs microsatéllites ct 
enzymatiq ues sont également signalées à titre comparatif 

Il est intéressant de remarquer que toutes les estimations de cr convergent vers une 

va leur de l'ordre du Ki lomètre, auss i différentes les tailles efficaces soient elles. 

Tab leau 4 : Estimations de a (km) (a2, variance de la position parentale pa,' rapport à sa 
descendance) estimé selon Rousset (1997) sous l' hypothèse d ' un isolement par la distance, et 
utilisant les tailles efficaces moyen nes esti mées pour les populalions naturelles d'Os/rea edlllis, sous 
un modèle de mutation en nombre infini d'allèles (I.A.M), ct un modèle pas à pas (S.M.M) des locus 
microsatellites (La uney, 1997) 

Ne IAM . (Launcy, 1997) Ne S.M.M. (Launey, 1997) 

MITOCHONDR IAL Nf = Ne = 24500 cr = 0,83 km Nf= Ne = 161500 cr = 0,32 Km 

Nf = (y,)Ne = 12250 cr = 1,17 " Nf = (1/2)Ne = 80750 cr = 0,45 " 

Nf = (l /4)Ne = 6125 cr = 1,65 " Nf= (1/4)Ne = 403 75 cr = 0,64 " 

M ICROSA TELLITES Ne = 24500 cr = 1,6 " Ne = 161500 cr = 0,62 " 

ALLOZYMES Ne = 24500 cr = 1,01 " Ne = 161500 cr = 0,39 " 
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Flux génique et équilibre 

Le nombre de migrants estimés sous un modèle en îles, e t sous les hypothèses d'équi li bre 

migration/déri ve , et de neutralité, à part ir de la valeur de e globale microsatelli te est Nem = 9. Le 

nombre de migrants femell es estimé à partir de la valeur de B mitochondri ale g lobale est Npn = 

2,3. la relation a = N,mINem = 0,255 '" '1. ; c'est à d ire, quatre fois plus petite que le rapport 

attendu a = 1, par le bia is des fo rmules tenant compte du niveau de ploïd ie. En admettant que la 

proportion de migrants reste égale (ce qu i est plausible, puisque la migration de cette espèce se 

fa it pendant le stade larvaire, e t que les individus sont hermaphrodites), cette relation serait 

assimilable à une d iffé rence entre la taill e effi cace g loba le e t la taille effi cace des feme ll es. 

23 



Discussion 

Diversité haplotypique à l'intérieur des populations 

La diversité génétique intrapopulation révélée avec l'ARNr 12S est plus faible que 

ce ll e révélée par les locus microsatelli tes avec les mêmes échantillons. La di versité génique de 

Nei (H".b) moyemle aux locus microsatellites était de 0,907 ; presque le double que pour le 

seul locus mitochondrial (0 ,494). Cependant, le marqueur mitochondrial révèle une plus fo rte 

hétérogénéité dans les valeurs de HOb entre les échantillons ( variance crl = 0,0269 par rapport 

à crl = 0,00 16 pour la moyelm e des microsate ll ites) . Ce résultat et l'absence de corrélations 

entre les d iversités révé lées par l'un et l'autre marqueur sont cohérents avec l'idée que les 

phénomènes de déri ve occasionnés par exemple par des accidents démographiques, agissent 

plus intensément sur le génome mitochondrial à cause de son niveau de ploïdi e, de sa taill e 

efficace plus fa ible, et d' un taux de mutati on relativement plus fa ible que sur l'ADN 

microsate ll ite. Cette instabilité pourrait d'aill eurs exp liquer aussi les fa ibles corrélations 

observées entre les Fsi par paires estimés par les deux marqueurs. 

Chez 0. edulis nous retrouvons do nc les plus fa ibles di versités géniques, déj à 

reportées dans la littérature, mais d'une faço n plus marquée : ainsi, dans ce travail des valeurs 

de HOb = 0,434 en Atlantique et de H"b = 0,629 en Méditérranée sont reportés, tandi s que 

Lau ney (1 997) trouve de HOb = 0,904 en Atlantique, et de HOb = 0,9 13 en Méditerranée; et 

.I aziri , ( 1990) e t Saavedra el al. ( 1995), obtielment des hétérozygoties a ttendues He = 0, 10 1 à 

0, 1 13 en Atlantique, par rapport à He = 0, 120 à 0, 1741 en Méd iterranée. Selon Jaziri ( 1990), 

la d im inution de la d iversité génique en At lantique pourrait refl éter une reco lonisation de ces 

côtes à part ir des stocks méditerranéens, après la dern ière g laciation du quaternaire . 

Cependant, il est intéressant de remarquer que dans les échantillons d' Irlande e t d'Oslo, nous 

retrouvons des valeurs de diversité haplotypique, semblables à cell es de Médi terranéc. 

Comparaison des niveaux de différenciation révélés par les différents 
marqueurs 

Relati vement peu d'études portent à la fo is sur des marqueurs mi tochondri aux et 

microsatellites. Certains présentent des résultats très congruents entre les deux (Tess ier el al. 

1997 ; Simonsen el al. , 1998). D'autres donnent des différences quanti tati ves (valeurs de Fsl) , 
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mais pas qualitati ves ("forme" des arbres). Par exemple, Bérubé el al. ( 1998), étudiant des 

populations de baleines, montre des Fsl mitochondriaux 1,4 fois plus fo rts (Fsl moyen = 0,25) 

que ceux obtenus avec les marqueurs microsatellites (FSI moyen = 0,1 75). Ces di fférences 

sont expliquées par des di fférences de comportement di spersif entre mâles et femelles. Hansen 

el al. ( 1999), observe chez le corégone des FSI mitochondriaux 3 fois supérieurs aux FSI 

calculés avec des marqueurs microsatellites, et les résultats ne sont pas qualitati vement 

congruents. C'est également le cas en ce qu i concerne notre étude. 

L'arbre obtenu à partir de nos données mitochondriales présente certaines diffé rences 

avec les arbres obtenus antérieurement avec les marqueurs microsatellites (Launey, 1997) et 

allozymiques (Saavedra el al. , 1995), montrant notamment moins de cohérence avec la 

distribution géographique des échantillons. En effet, les échantillons d' Irlande se rapprochent 

de la Méditerranée, probablement par suite de l'augmentation de la fréquence de l'haplotype 

"B". L'échantillon d'Oslo se sépare fortement du reste de l'Atlantique. Ceci est probab lement 

du à la forte fréquence relati ve des haplotypes rares "C" et "[" . Une faib le différenciation des 

populations de la Scandinav ie par rapport au reste de l'Atlantique a été reportée par certai ns 

auteu rs (Johanesson el al. , 1989; Launey, 1997). 

Cependant, les distances génétiques (B /l - fJ) calculés avec le marqueur mi tochondrial 

montrent une bonne corrélation avec la di stance géographique à ni veau global ; tout comme 

les d istances génétiques estimées avec les marqueurs microsatellites et allozymiqùes. Bien 

que la pente de cette régress ion so it 10 fo is plus forte avec l'ARNr 12S que avec l'ensemble 

des marqueurs microsatellites (b = 4 x 10.6 
; Launey, (997) ; et trois fois plus grande que ce lle 

obtenue sur les fréquences allozymiques ( b = 1 x 10" Julia. 1997). Cet ajustement des 

données à un modèle d'isolement par la distance n'appuierai pas les thèses de Saavedra el al. 

( 1995) d'une discontinuité entre deux stocks au ni veau de Gibraltar. 

Les différences d'ordre quantitatif s'expriment auss i à niveau de la structuration révé lée 

sur l'ensemble de l'a ire d'échantillonnage. En effet, le l'PSI global mitochondrial est presque 

sept fo is plus grand (B = 0, 179) que celui obtenu avec l'ensemble des marqueurs 

microsatellites (B = 0,027), et pl us de trois fois plus grand que le Fst moyen estimé sur les 

locus allozymiques (0,058) (Saavedra et al., 1993, 1995). 
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Parmi toutes les forces non exclusives qui peuvent causer ces fortes différences dans 

les Fs{ moyens et par paires, mitochondriaux et nucléaires, on peut citer a priori: 

1- une fo rte homoplasie sur les microsatellites : Des allèles identiques par état mais pas par 

ascendance, s' il s sont présents dans des populations géographiquement di stinctes, peuvent 

diminuer le Fsi apparent et donc surestimer le flux génique lié à lui (Jarne et Lagoda, 1996). 

Cependant, Rousset ( 1996) montre que l'effet d'une éventuelle homoplasie des microsatellites 

sur le FSI et le Nm n'est pas simple, et dépend du modèle de mutation . Un modèle de mutation 

pas à pas (S.M.M.), ou chaque nouvelle mutation ajoute ou é limine un motifnucléotidique, ou 

un modèle en nombre fini d'allèles possibles (K.A .M.), impliquent l'ex istence d'une certaine 

homoplasie. Mais est ce que celle-ci aurait un effet sur le Fsl? Il est admis qu'une mutation en 

nombre fini s d'all èles n'aurai t pas d'effet direct sur le FSI mais sur sa variance (Jarne et 

Lagoda, 1996), mais quel est le cas pour un modèle en S.M.M? Rousset (1996) établie des 

prédictions théoriques de Fsi pour un modèle I.A.M . et un modèle K.A.M. de mutation , mai s 

pas dans un modèle S.M.M. Le modèle S.M.M. produirait une di stribution normale des 

fréquences des allèles ordolUlés par tailles. Cependant, Launey ( 1997) n'observe clairement 

cette distribution que pour le locus 09, précisément un des locus pour les quels la corrélation 

des Fst par paires avec les Fst par paires mitochondriaux n'est pas significative (p$0,146).De 

plus, nous retrouvons la corrélation plus significative (p$0,002) préc isément avec le locus 

H 15, celui qui présente une di stribution plus clairement multimodale . Nous avons par ailleurs 

considéré que le taux de mutation était négligeab le devant celui de migration . mais en utili sant 

la fo rmule qui relie flux gén ique et FSI dans un modèle en îles, et les estimations les plus , 

pess imistes de taille efficace de Launey ( 1997) (15000) (m = I- Fsl/4NeFsl), nous obtenons 

des taux de migration de l'ordre de 10.4 , ce qui correspond à un taux de mutation moyen pour 

les microsatellites. Ceci pourrait auss i expliquer les faibles corrél ations observées avec les FSI 

et les Hn.b. mitochondri aux. 

2- Un taux de migration plus faible par la vOIe femelle. Ceci provoquerait une 

homogénéisation moins forte chez le locus à transmission materne lle qu 'avec un locus 

nucléaire. C'est le cas chez les baleines (Palumbi et Baker, 1994 ; Bérubé el al., 1998). Dans 

le cas de l'huître plate, cette hypothèse nous semble peu vraisemblable, puisqu'il s'agit d'une 

espèce hermaphrodite, et que sa phase dispersive se fait pendant la phase larvaire pélagique. 
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3- une différence de taille e ffi cace entre génome nucléai re et cytoplasmique : due à la 

transmiss ion par vo ie femelle du génome mitochondrial. Birky e/ al (1988) ont montré par 

des simulations, qu'il faud rai t des sexe ratio très déséquilibrés (plus d'un mâle pour 15 

feme lles) pour obtenir des structurations supérieures avec le génome nucléaire que avec le 

cytoplasmique. Nous avons considéré a priori que cette espèce, par sa sexualité hermaphrodite 

consécuti ve et rythmique, ne présenterait pas de grandes différences entre l'effectif 

reproducteur femelle et l'effectif reproducteur total, puisque tous les individus auraient une 

chance de devenir femelles et donc de transmettre leur génome mitochondria l. Donc, des 

différences de Fs/ de l'ordre de 3, comme celle observée entre locus mitochondrial et 

allozymiques, pourraient être expliquées par la différence du niveau de ploïdie (2); mais pas 

les différences d'ordre 10 que nous trouvons avec les microsatellites. 

Si ont réussi à s'affranchir d'autres possibles sources de différences ont devrait 

s'attendre à trouver les mêmes estimations de flux génique avec les deux marqueurs (voi re 

matériel et méthodes). Cependant; l'estimation de Nm obtenue par les marqueurs 

microsatellites est quatre fo is plus grande que celle obtenue par le marqueur mitochondrial. 

Cette différence pourrait être due à ce qu 'un des marqueurs ou bien les deux ne se trouvent 

pas à l'équilibre mutation/dérive, ce qui ne permettrait pas d'établir la class ique relation entre 

le Fs/ et le nombre de migrants. 

Cependant, certains aspects de la sexualité d' Os/rea edulis pourraient nous donner 

d'autres pi stes sur l'origine de cette différence. En effet, les cohortes de cette espèce présentent 

des sex-rat io déséquilibrés, qui peuvent atteindre une relation de 3 mâles par femelle au cours 

d'une saison de reproduction (Ledantec et Marteil , 1976), ce qui coïncide avec le ratio du 

nombre de migrants : 1/4. Cependant,. un déséquilibre de sex-ratio ne pourrait influencer la 

taille efficace des femelles que si la probabilité d'en devenir une n'est pas homogène pour tous 

les individus. Ce déséquilibre et la lenteur relative pour développer des gonades femelles, au 

cour d'une saison de reproduction (Ledantec et Marteil , 1976) reflètent probablement un plus 

grand coOt pour la fabricat ion d'ovocytes. D'ailleurs, cette espèce est généralement 

protandrique La probabilité de deveni r feme lle pourrait donc ne pas être homogène pour tous 

les ind ividus. Elle pourrait être li ée par exemple à des facteurs comme la vitesse de 

croissance. Les récentes épizooties souffertes par l'huître plate pourraient aussi jouer sur cette 

probabi lité, étant dOlmé qu'elle causent de fortes mortalités surtout entre les adultes âgés de 
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moi ns de 2 ans, cecI pourrait diminuer le nombre d'individ us qUI parviennent à devenir 

femelles. 

Il serait aussi possible que la variance du succès reprod ucteur des femelles so it plus 

grande que cell e des mâles, ce qui pourrait alors amplifier l'effet sur la différence de tailles 

effi caces. Le succès reproducteur de beaucoup d'espèces marines dépend souvent de la 

capacité où de la chance d'émettre les larves au bon moment hydrographique (Hedgecock, 

1994). Puisque Os/rea edulis est une espèce vivipare, le succès reproducteur des femelles 

pourrait être plus affecté par ce phénomène que les mâles, si ceux ci réuss issent à féconder 

plusieurs femelles. 

Par ailleurs, il faudra it intégrer toutes ces informations dans un modèle à générations 

chevauchantes prenant en compte la mortalité et la durée re lat ive de chaque phase pour avoir 

des préd ictions plus réalistes. 

La position des échantillons de Mer Noire 

Les échant illons de Mer Noire présentent une composition hap lotypique très différente 

du reste de l'échantillonnage. L'haplotype "1", normalement rare, devient ici dominant. Cette 

différence et la fa ible diversité haplotypique, refl éteraient-ils un effet de fondation dans la 

colonisation de la Mer Noire, suivi d'une stabi li sation.? Actuellement le fl ux des eaux se fait 

fo ndamentalement de la Mer Noire vers la Méditerranée, rendant difficile la colonisation de la 

première par les espèces à dispers ion passive méd iterranéennes (Moraitou-Apostolopoulo, 

1985), ce qui est le cas de l'huître plate. A la fin du Pl iocène, une pénétration des eaux 

méditerranéennes dans l'ancien Parathethys aurait introduit une bonne partie de la faune 

méditerranéenne se trouvant actuellement en Mer Noire (Ekman, 1968). La colonisation de la 

Mer Noire par l'huître plate pourrait bien dater de cette époque. L'effectif efficace de ces 

populations est probablement réduit, puisqu'i l s'agit d'une "petite mer" ; l'effet de la dérive 

peut do nc être fort, et pourrait donc maintenir de faibles diversités dans les populations 

pendant longtemps. 

De plus, les populations d'huîtres plates de Mer Noire n'ont probablement pas 

maintenu des tai lles constantes entre-temps. Les glaciations du quaternaire ont coupé d'une 

façon intermittente la connexion de la Mer Noire avec la Méditerranée, et la première aurait 

eu des diminutions de température plus importantes (Por, 1978). Il serait vrai semblable que 

des populations d'huîtres plates dans la Mer Noire auraient vu leur densité se réduire 
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dramatiquement pendant les pics de Glaciation, puisque chez cette espèce la ponte devient rare 

en dessous de 14°C, et la gamétogénèse n'a pas lieux en dessous de 10°C (Ledantec et Marteil , 

1976). 

Magoulas el al. (1996) observent aussi de fortes différentiations entre les stocks 

d'anchois (Engraulis encrasicolus) de la mer Noire et de la mer Egée, ainsi qu'une diversité 

génique beaucoup plus faible chez les premiers, et émettent des hypothèses semblables pour 

l'expliquer. 

Un autre explication de la fa ible diversité génique de a. edulis en Mer olre serait 

l'ex istence de goulots d'étranglements contemporains. En effet, les conditions 

environnementales de cette mer presque intérieure n'ont cessé de se dégrader au cours des 

derniers décennies, Une forte eutrophisation des eaux côtières a changé fo rtement la 

composition du plancton, et provoque de fortes cri ses d'anox ie, surtout dans la partie 

occ identale (Kholodov, 1994). Les Gisements d'huître plate en Ukraine étaient reportés comme 

très abondants avant la révolution de 19 17 ; mais maintenant cette espèce est très rare 

(Matbaasi, 1996). La disparition de cette espèce en Géorgie a été li ée à l'introduction en 1946 

du gastéropode Rahana Ihomasia (Mathaasi, 1996). 

Les échantillons de Mer Noire n'ont pas été inclus dans l'arhre. li s sembleraient pourtant 

avoir une ressemblance avec ceux de l'échantillon d'Oslo, surtout à cause d'une plus grande 

fréq uence de l'haplotype rare "," . Plusieurs hypothèses pourraient expliquer ces phénomènes: 

li est possible que deux séquences di fférentes partagent une même conformation simple 

brin , empêchant de les di stinguer par une analyse SSCP. Pour un fragment de entre 400 et 300 

paires de bases, la probabilité de ne pas détecter cette différence doit être entre le 10% attendu 

pour un fragment de entre 300 et 400 pb, et le 1 % pour un fragment de entre 200 et 300 pb 

(Hayashi , 199 1, in Lessa el Applebaum, 1993). Les haplotypes "1" re levés en Mer oire sont-il s 

différents de ceux trouvés en Méditerranée et en Atl antique? Seul le séquençage pennettra de 

répondre à cette question 

Par contre, s'il existe bien une identité dans les haplotypes l, elle pourrait re fl éter une 

introduction anthropique d'huîtres provenant de la Mer Noi re dans la mer Baltique. Pendant 

l'époque des Tzars de Russie, il a eu un commerce fl ori ssant d'huîtres plates de Mer Noire vers 

toutes les villes de l'empire, dont St. Petersbourg, (Berthe, F. comm. pers.) . Cependant, la 

possibilité d'un transfert accidentel ou vo lontaire d'huîtres dans un sens ou l'autre reste 

hypothétique. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Oslrea edulis est une espèce à fo rt potentiel de di spersion (phase larvaire pélag ique de 

8 à 10 jours). Toutefois, nôtre analyse a révélé une structuration significati ve entre 

populations, sur l'ensemble de l'échantillonnage (0, 179, p:'>O,OOI) et au sein de l'Atlantique 

(0, 153, p:'>O,OO I), mais pas au sein de la Méditerranée (0,0 19, p:'>0,080), ainsi que des fortes 

différences de di versité génique (Hn .b.) entre les différents échantillons. Les données de 

polymorphisme obtenues avec cinq marqueurs microsatellites sur le même échantillonnage, 

montrent des valeurs de Fst entre sept et 10 foi s plus faibles, et beaucoup moins de di fférences 

de diversité génique entre les populations. Des incongruences sont aussi retrouvées au niveau 

de la "forme" des arbres des populations construits à partir du fragment de l'ARN 12S. En 

effet, les populat ions d' Irlande et d'Oslo se séparent du reste de l'Atlant ique, du à sa 

composition haplotypique, mais aussi probablement à ses plus fortes diversités par rappo rt au 

reste de l'Atl antique. Quoi qu'il en so it" les deux marqueurs indiq uent une bonne corrélation 

de la distance génétique avec la di stance géographique, même si les pentes obtenues sont très 

d ifférentes. Les estimations de l'écart type de la position parentale par rapport à sa 

descendance (cr) ne dépassent pas l'ordre du Kilomètre (0,4 à 1,7), ce qui est surprenant pour 

une espèce avec une phase larvaire de 10 jours. 

Les différences quantitatives observées semblent plus fortes que ce ll es reportées dans 

la li ttérature dues à l'hap loïdie de l'ADN mitochondrial, ainsi qu'à sa transmission par voie 

feme lle. Un séquençage nous permettrait d'établi r le dégréé de di vergence entre les différents 

haplotypes. Si la dérive a agit fortement au sein de certaines populations, cela devrait se 

re fl éter dans L1 ne incongruence de la phylogénie des haplotypes avec la géographie. 

Nous observons des différences d'un facteur 4entre la taill e effi cace totale et ce lle des 

femelles. La probabilité de deven ir femelle n'est probablement pas homogène chez cette 

espèce hermaphrodite, et/ou la variance du succès reproducteur des feme lles peut être plus 

grande. 

Nous avons mis en évidence une faible corrélation entre les Fst par paires estimés avec 

le marqueur mitochondrial et avec chacun des locus microsatellites ; puis une absence totale 

de corré lation entre les diversité all éliques et haplotypiques. Les diversités géniques des locus 

microsatellites (0,9) doublent pratiquement celles de l'ARNr 12S (0,5). Nous pourrions donc 
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ex pliquer l'absence de corrélation par un plus fort taux de muta ti on chez les microsatellites qui 

régénérerait plus vite de la di versité après une cri se démographique, combinée à la plus 

grande sensibilité de l'ADN mitochondrial au phénomènes de déri ve. Il serait intéressant 

d'analyser les modèles e t les taux de mutation des locus microsatell ites pour vo ir s'il s peuvent 

rendre compte des différences de structuration observées, ains i que des faibles corrélations. 

Finalement, la composition haplotypique insolite des échantillons de Mer Noire, et sa 

d iversité haplotypique ex trêmement fai ble suggèrent l'ex istence d'un flux génique très limité 

avec les populations méditerranéennes. et probab lement aussi l'existence passée ou 

contemporaine de crises démographiques . 
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Annexe 1 : Protocoles. 

PCR: 

MiLlEU REACTIONNEL : 
(pour 30 l.tI vol. Final) ... ......................... x 1 

Tampon 1 Ox .................... ...... .. .... .......... .3 .00 ~1. 
MgCI2 (50 mM.) ................... .... .............. 1.50 ~1. 
dNTPs (2mM/nucl. ) ............................... 3.00 l.tI . 
12S 1 bis (20 ~M.) .................................. 1.80 ~1. 
12S 2bis (20 ~M . ) .. ................................ 1.80 ~1. 
TAQ polymérase (6 unités /~1 ) .............. 0.12 ~1. 
H20 ultrapure ........................................ 30.00 ~I.( qsp) 

PROGRAMME: 

temps température 

3' .............. .......... 95°C (dénaturation) 
l ' ............... .. ........ 95°C (dénaturatiOn)] 
l ' ............... .. ........ 54°C (hybridation) 
1 ' ......................... 72°C (élongation) 
7' ......................... 72°C (é longation) 

x 30 

SSC P : 
Gels. Pour deux gels: 
Acrylamide .. .. .. ..................................................... IO.O ml. 
1·120 (ultrapure) .... ................................................. 27.5 ml. 
TBE 1 OX ................................................................ 2.4 ml. 
Persulfate d'Ammonium (1 0%) .... .. ..................... 280.0 ~1. 
T EMED ................................................. .. .............. 16.0 ~1. 

DENATURATION: 6.5 ~1. ADN (PCR) + 8 ~1. bleu dénaturant' 
laisser 7' à 95°C 

MIGRATION: 200 V ;; 150 mA. ; 4°C; 14 heures. 

*Préparation du Bleu dénaturant pour SSCP: 

1- Préparation du colorant 6X: 2- Préparation du bleu dénaturant: 
- 0,25% bleu de bromophénol Colorant 6X 400~ 1 

- 0,25% xylène cyanol Formamide 1900~1 

- 50mM EDTA NaOH lM 20~ 1 

- 30% Glycéro l EDTA O.5M 80~ 1 

IX 
95% 
10mM 
20mM 



Echantillons A B C D E F 

SEVASTOPOL 
DONOUZLAV 

DUBROVNIK 17 20 7 1 
VENEZIA 2 15 3 1 

PORT ST. LOUIS 18 24 2 1 1 
THAU 20 25 1 

RIA FORMOSA 7 5 
LA COROGNE 30 3 2 
LA ROCHELLE 38 4 

QUIBERON 40 4 1 

PORT BESSIN 25 3 1 1 1 1 
CORK 17 13 

LOUGH FOYLE 26 13 
GREVELINGEN 18 1 2 

OSLO 17 4 20 

Région A B C D E F 
Mer Noi re a a a a a a 

Mediterranée est 17 20 7 1 a a 
Mediterranée ouest 38 49 3 a 1 1 

Atlantique "sud" 115 16 3 a a a 
Atlantique "nord" 103 34 23 1 1 1 

TOTAL 273 119 36 2 2 2 
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Résumé 

La structuration géographique des populations naturelles d'huître plate (Ostrea edulis) 
a été étudiée à partir de l'analyse du polymorphisme de conformation simple brin (SSCP), d'un 
fragment d'environ 300 pb du gène de l'ARNr mitochondrial 12S. Les échantillons (13 
localités, 507 individus) utilisés avaient fait l'objet d'une étude antérieure de structuration des 
populations avec 5 locus microsatellites. Ils ont été analysés ici dans le but d'une comparaison 
des structurations observées sur marqueurs mitochondrial et nucléaire. La diversité moyenne 
intrapopulation du gène de l'ARNr 12S (Hn.b = 0,494.) est presque la moitié de celle estimée 
avec les microsatellites (Hn.b = 0,904) bien que la variance entre populations soit beaucoup 
plus forte pour l'ADN mitochondrial. Il n'existe pas de corrélation significative entre les 

diversités estimées des deux marqueurs. Le FSI , estimé par le e de Weir et Cockerham, est 

significatif dans l'ensemble de l'échantillonnage (e = 0, 179) et à l'intérieur de l'Atlantique (e 
= 0,153) mais pas au sein de la Méditerranée. Il est sept fois plus grand que le Fs/ estimé avec 
l'ensemble des locus microsatellites. Les dendrogrames des échantillons obtenus avec les deux 
types de marqueurs sont différents. Par contre, les deux jeux de données montrent des 
corrélations significatives des distances génétiques (mesurées par m(l -e)) et géographiques. 
Nous discutons des causes possibles des différences observées (faible effectif efficace et 
haploïdie de l'ADN mitochondrial, forts taux de mutation des microsatellites ... ). De nouveaux 
échantillons provenant de la Mer Noire montrent une forte différenciation avec les stocks de 
Méditerranée et d'Atlantique, ainsi que de très faibles diversités haplotypiques. Ces résultats 
suggèrent un faible flux génique entre ces mers et l'existence d'un goulot d'étranglement 
récent. 

Abstract 

The geographic structure of natural populations of the flat oyster (Os/rea edulis) was 
assessed by single strand conformation polymorphism (SSCP) of a 300 bp fragment of the 
mitochondrial 12S rRNA gene. The samples (13 localities, 507 individuals) were from an 
earlier study of population structure using microsatellites. The aim of the present study was to 
compare levels and patterns of structure revealed by mtDNA and microsatellites. The average 
intrapopulation genetic diversity of the 12S rRNA gene (Hn.b. = 0,494 ± 0,164) was twice 
smaller than the average for microsatellites (0,907 ± 0.04), but the geographic variation in 
mitochondrial diversity was much greater. There was no correlation between haplotype 

diversity and microsatellite diversity in a population. Weir and Cockerham's e estimator of 
Fsi was significantly different from 0 on the entire area sampled (e = 0,179) and on the 

Atlantic coasts (e = 0,153), but not in the Mediterranean sea. It was seven fold greater than 
values obtained with microsatellites. The Neighbor-joining dendrograms also showed slight 

differences, but genetic (m (1-8) and geographic distances (coastal distances) were 
signi fi cantly correlated for both markers. We discuss the possible reasons for the differences 
observed between mtDNA and microsatellites data (lower effective population size and 
haploidy of mitochondrial DNA, high mutation rates of microsatellites ... ). Two additional 
sampI es from the Black Sea showed large differences with ail the other populations, and 
haplotype diversity was very low. These results suggest that gene flow with the other seas is 
very small, and that a recent bottlenecks has occurred. 
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