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INTRODUCTION
Les écosystémes marins cotiers présentent une grande importance a la fois écologique et

socio-économique (Costanza et al., 1997 ; Harley et al., 2006). Aujourd'hui, les activités
humaines soumettent, directement et indirectement, ces €cosystémes a de fortes pressions
aussi bien locales que globales. Les perturbations d'origine anthropique affectent lourdement
de nombreuses espéces et peuvent aboutir a des extinctions locales (Halpern et al., 2008 ;
Jackson 2008). De plus, le changement climatique actuel constitue une pression
supplémentaire qui agit en interaction avec les modifications d'origine anthropique et ses
effets sont déja perceptibles en milieu marin a différents niveaux d'intégration : écosystémes,
communautés, populations (Hughes et al., 2003 ; Lejeusne ef al., 2010 ; Harley et al., 2006).

La réponse des organismes a ces variations environnementales doit elle méme étre
envisagée a différents niveaux (Gienapp et al., 2008; Hendry et al., 2008), mais aussi selon
différentes dimensions, spatiale et temporelle. Suite a une variation environnementale
temporelle, la réponse peut se faire par acclimatation, conduisant éventuellement a
I'expression de traits particuliers en réponse aux nouvelles conditions environnementales
(plasticité phénotypique ; Hansen et al., 2012). A I'échelle des populations, deux types de
réponses peuvent se mettre en place : la dispersion vers un milieu aux conditions favorables et
la sélection génétique. Dans ce dernier cas, 1'adaptation génétique dépendra de l'interaction
entre sélection, migration et dérive génétique. L'impact d'une perturbation dépendra aussi de
la variabilité¢ de réponse d'une espéce sur son aire de répartition. Ainsi, la sélection peut tendre
vers une adaptation aux conditions environnementales locales et donc induire une variabilité
de réponse aux fluctuations environnementales. Mais cette adaptation locale peut étre limitée
par les flux de genes suite a I'afflux d'all¢les localement « mal-adaptés » (Lenormand, 2002).
La migration peut également atténuer les effets de la dérive dans des populations marginales
et favoriser leur maintien (Alleaume-Benharira et al., 2006). Par ailleurs, la connectivité entre
populations peut aussi nous renseigner sur les capacités de recolonisation en cas d'extinction
locale et elle joue par conséquent un role essentiel dans le maintien d'une métapopulation
(Botsford et al., 2009). La compréhension du fonctionnement d'une métapopulation nécessite
donc de pouvoir estimer les échanges entre populations et d'évaluer les pressions de sélection
locales.

Notre étude est focalisée sur la gorgone jaune, Eunicella cavolinii (Koch, 1887), une
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espeéce endémique de Méditerranée. Comme d'autres gorgonaires, elle présente un important
role structurant dans les €cosystémes benthiques méditerranéens (Ballesteros, 2006). Les
gorgones présentent aussi un attrait majeur pour le tourisme et la plongée. E. cavolinii est
présente dans des zones précoralligénes et coralligénes, entre 5 et 150 m de profondeur
(Harmelin et Bassemayousse, 2008). Elle est ainsi soumise a des régimes thermiques tres
contrastés, ceci pose donc la question des modalités d'adaptation de cette espéce a des
conditions écologiques variables dans l'espace mais aussi dans le temps. En effet, en 1999,
2003 et 2006, plusieurs especes de métazoaires sessiles marins, dont la gorgone jaune, ont été
affectées par des événements de mortalités massives, liés a des anomalies thermiques
positives (Garrabou et al., 2009). De tels événements sont susceptibles de se reproduire plus
fréquemment avec le changement climatique en cours et la réponse des populations de
gorgones dépendra de leurs capacités d'adaptation a I'échelle des individus (plasticité) et des
populations (adaptation génétique). Une importante variabilité¢ de réponse au stress thermique
a ainsi €té observée entre populations confrontées a différents niveaux de stress, mais aussi au
sein méme des populations (Crisci ef al., 2011). Afin de mieux appréhender le devenir de la
gorgone jaune dans le cadre du changement climatique, il est donc important d'étudier d'une
part la connectivité entre populations et d'autre part la potentielle adaptation locale de cette
espece a différents régimes thermiques.

Le but principal de cette étude est donc de comprendre les relations entre la
distribution géographique et bathymétrique, et la structure génétique des populations de
gorgones jaunes. La structure génétique de cette espéce n'a jamais été étudiée, notamment par
manque de marqueurs adaptés (Calderon et al., 2006). L'étude est basée sur cinqg marqueurs
microsatellites (Mol Ecol Res Prim Dev Consortium, 2010 ; D. Aurelle com. Pers) et elle
couvre 11 populations échantillonnées dans différents sites de la région marseillaise et 2
¢chantillons de populations plus éloignées (a Porquerolles et en Corse). Cette étude vient en
complément d'une analyse des capacités adaptatives de cette espéce qui va estimer la
variabilit¢ de réponse au stress thermique en fonction de la profondeur aux niveaux
phénotypique et transcriptomique (theése d'l. Pivotto, IMBE). Afin de mieux comprendre le
role de la profondeur dans la structuration génétique neutre, nous allons analyser des
¢chantillons issus de différents sites et profondeurs (avec des comparaisons entre 20 m et

40 m pour trois sites). Les deux principaux objectifs de cette étude sont : (1) d'estimer la
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Fig. 1 Carte d'échantillonage (points jaunes et bleu) de la gorgone jaune E. cavolinii. Les sites
Méjan, Veyron, et Riou rassemblent deux échantillonnages a des profondeurs différentes (20 m et
40 m ; points en bleu). Les codes d'identification des populations ainsi que leur localisation précise
sont détaillées dans le tableau 1.

Tableau 1 Echantillons de E. cavolinii Région — Site échantillonné, Code d'identification,
Coordonnées GPS, Profondeur d'échantillonnage, Nombre de colonies échantillonnées sur le site
(N), Date d'échantillonnage.

Région — Site échantillonné Code Coordonnées GPS Profondeur| N [Date de prélévement
Marseille — Saména SAM | 43° 13.780'N 5° 20.880'E 10m 34 16/01/12
Calanques - Pouard sur I'lle Plane POU | 43° 11.340'N 5° 23.130'E 15-25m |30 14/02/12
Calanques — Riou RIS | 43° 10.360'N 5° 23.420'E 20m 32 15/03/12
Calanques — Riou RID | 43° 10.360'N 5° 23.420'E 40m 31 15/03/12
Frioul - Cap Caveau CAV | 43° 15.630'N 5° 17.390'E 25m 29 01/02/12
Veyron VES | 43° 12.414'N 5° 15.176'E 20m 30 24/11/11
Veyron VED | 43° 12.414'N 5° 15.176'E 40m 30 24/11/11
Cote Bleue - Méjean MJS | 43° 19.700'N 5° 13.480'E 18-20m |33 16/03/12
Cote Bleue - Méjean MEJ | 43° 19.700'N 5° 13.480'E 30-40m |31 24/02/12
Somlit SOM | 43° 14.050'N 5° 17.050'E 58m 31 28/11/11
La Ciotat — Grotte 3PP 3PP | 43°9.795'N 5° 36.000'E 15m 30 17/02/12
Porquerolles — Est du Sec de Sarraniers| SAR | 42° 59,272'N 6° 17,503'E 40m 32 17/11/11
Corse — Pointe de la Revellatta REV | 42° 35.080'N 8° 43.680'E 15-20m |34 01/09/11
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connectivité entre les différentes populations de gorgone jaune en Méditerranée nord-
occidentale afin d'évaluer ses capacités de dispersions, (2) d'évaluer le potentiel d'adaptation
locale des populations étudiées en lien avec sa structuration génétique.

MATERIEL ET METHODES
MODE'LE BIOLOGIQUE LA GORGONE JAUNE DE ME’DITERRANE”E EUNICELLA CAVOLINII

La gorgone jaune, E. cavolinii, est un cnidaire octocoralliaire de la famille des
Plexauridés (famille qui serait cependant paraphylétique ; McFadden et al., 2006). Sa
distribution est trés fragmentée. Commune sur les parois verticales de Meéditerranée
occidentale, elle est absente de certaines régions (sur la cote Vermeille en Catalogne par
exemple). Ses colonies se ramifient généralement dans un seul plan, qui fait face au courant
dominant pour que les polypes puissent piéger les particules alimentaires vivantes ou inertes.
Comme les autres gorgones, elle fournit une grande diversité d'habitats, par exemple pour les
épibiontes (Harmelin et Bassemayousse, 2008 ; Carpine et Grasshoff, 1975).

E. cavolinii est une espeéce coloniale et gonochorique avec une fécondation interne. La
larve lécithotrophe se métamorphose généralement treés rapidement aprés avoir été relachée ;
chez Eunicella singularis la phase larvaire libre durerait de quelques heures a quelques jours
(Weinberg and Weinberg, 1979). Cependant, ces données ont ¢été obtenues a partir
d'observations en aquarium, et les données génétiques de notre étude devraient permettre de
préciser les capacités de dispersion de la gorgone jaune dans la nature.

ECHANTILLONNAGE

Des échantillons de 4 a 5 cm ont été prélevés par le service plongée de 1'Institut
Pythéas (F. Zuberer, L. Vanbostal, B. De Ligondes), puis conservés dans de 1'éthanol a 95 %
au congélateur. Nous avons analysé des colonies provenant de dix sites en Méditerranée
occidentale : huit sites se situent dans la baie de Marseille, un a Porquerolles et un au nord de
la Corse (Fig. 1; Tableau 1). Une colonie sera, ici, considérée comme un individu au sens
génétique (voir Ledoux, 2010 pour une démonstration chez le corail rouge, Corallium
rubrum). Sur chaque site entre 29 et 35 colonies ont été échantillonnées sur les années 2011 et
2012 et pour trois sites, deux profondeurs ont été étudiées (Tableau 1).

ANALYSES GENETIQUES

Des fragments de colonie de 1 a 2 cm de longueur ont été utilisés pour I'extraction de

I'ADN. Les fragments ont été broyés a 'aide d'un TissueLyser II (Qiagen) ou manuellement.
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Tableau 2 Microsatellites : Séquences des amorces (* fluorescente) ; motif et taille du fragment amplifié ; Nombre d'alléles moyen par population (N) ;
Température d'hybridation en PCR (T) ; Fluorochrome associé ; origine.

Microsatellite Amorces (5'-3") Motif répété Taille (pb) N T | Fluorochrome |Isolé a partir de Isolé par
S14 TTGACA]“?}%EQ[FE}%%@%%A&?S oGt (AAC),, mterrompu | 249 8,3 | 64°C | Rouge/PET | E.singularis | Catanéo et al.
C21 TG%%’E?%%&%&?&TS&AG* (AAT),, 196 55 | 55°C | Bleu/FAM | E.cavolini | Catanéo et al.
C30 TCCAg]?AngAAg CTEE}(T}QS(C}EA* (ATGT), 188 3,8 | 62°C | Jaune/NED E. cavolinii Catanco et al.
C40 Agﬁggigéﬁgﬁgiggggg* (Gﬂr[lj[l; /r(r}ocn254 285 2,3 | 60°C | Jaune /NED E. cavolinii Catanéo et al.
grr | OCAACATCGAATAAATIGOTITICA™ | p o ovdekion | 258 | 24 | 45°C | Bku/FAM | E.cavolinii | Didier Aurell

CCACAAATAGAGCTTTTTGCTATC




L'ADN a été extrait a 'aide de kits QIAamp® DNA Mini Kit (« Tissue Protocol » selon les
recommandations du fournisseur, QTAGEN) ou a 1'aide d'une extraction aux sels (Protocoles
en annexe 1). Cette derniére méthode fournit a moindre colit des résultats satisfaisants pour les
analyses microsatellites mais avec des solutions généralement moins « propres ». Dans les
deux cas, I'ADN extrait a été conservé a -20°C.

MARQUEURS MICROSATELLITES

Les microsatellites sont des séquences d'ADN caractérisées par la répétition d'un
motif de un a cinq nucléotides. Leur niveau de polymorphisme et leur hérédit¢ mendélienne
en font des marqueurs bien adaptés a des études de génétique des populations (Jarne et
Lagoda, 1996). Cinq locus microsatellites ont été utilisés ici. Les locus S14, C21, C30 et C40
ont été développés pour 1'étude de la gorgone E. singularis mais a partir de séquences d'E.
cavolinii pour les locus notés C (Mol Ecol Res Prim Dev Consortium, 2010). Le dernier locus,
EF1, correspond a un intron du géne codant pour le facteur d'élongation 1 pour lequel un
polymorphisme de longueur a été observé (D. Aurelle, com. pers.). Ce polymorphisme de
longueur est 1ié a la présence d'insertions — délétions (indels) de plus ou moins grande taille et
de répétitions d'un seul nucléotide. Un autre microsatellite situé dans un intron (Mic56 ; issu
du locus 56 de Chenuil et al., 2010) a été testé lors de ce stage, mais il n'a pas pu étre utilisé
en routine. Les caractéristiques des locus utilisés sont présentées dans le tableau 2. Les
amplifications PCR ont été réalisées a I'aide d'un Thermocycleur Eppendorf avec 1 uLL d'ADN
total dans un volume final de 10 pL (voir protocole en annexe 1).

Les produits de PCR ont été analysés par migration sur un « Genetic Analyser
ABI3130 » (Applied Biosystems). Les génotypes sont déterminés en utilisant le programme
GeneMapper® Software Version 4.0.

DIVERSITE GENETIQUE DES POPULATIONS

Le logiciel GENETIX version 4.03 (Belkhir ez al., 2004) a été utilisé pour calculer le
nombre d'alleles total et par populations, les hétérozygoties observées (Ho) et attendues non
biaisées (He,., Nei, 1978). Les problémes potentiels de lecture liés a la perte d'alleles de
grande taille, aux pics surnuméraires ou a la présence d'alleles nuls ont été évalués a l'aide du
logiciel MicroChecker 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). Les fréquences d'all¢les nuls ont
été estimées pour chaque échantillon et chaque locus par l'algorithme espérance-maximisation

(EM, Dempster et al., 1977) a l'aide du logiciel FreeNA (Chapuis et Estoup, 2007). GENETIX
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Tableau 3 Parameétres de polymorphisme

.
.

Ho . hétérozygotie observée ; He., . Hexp attendue sous I'hypotheése d'équilibre de Hardy-Weinberg
corrigée pour le biais d'échantillonnage (Nei, 1967) ; f : estimateur du Fis (Weir & Cockerham 1984) ; N :nombre moyen d'alleles par locus.

* valeurs significatives sans correction FDR ; *** valeurs significatives apres correction FDR au seuil de 5% ; gras : valeurs d'hétérozygotie minimale
et maximale par locus.

ECHANTILLON (POPULATION) GLOBAL (METAPOPULATION)
3PP CAV MEJ MJS POU REV RID RIS SAM SAR SOM VED VES Moyenne Valeur min Valeur max
LOCUS
Hen,b, 0,73 0,63 0,68 0,67 0,70 0,54 0,66 0,62 0,55 0,67 0,57 0,66 0,64 0,64 0,54 0,73
C21 Ho 0,70 0,48 0,65 0,82 0,71 0,46 0,65 0,69 0,58 0,70 0,53 0,63 0,67 0,63 0,46 0,82
f 0,04 0,24* 0,05 -0,23 -0,01 0,16 0,03 -0,10 -0,05 -0,04 0,07 0,03 -0,05 0,01 -0,23 0,16
Hen,b. 0,72 0,83 0,86 0,85 0,86 0,86 0,80 0,87 0,63 0,82 0,77 0,87 0,85 0,81 0,63 0,87
S14 Ho 0,16 0,54 0,72 0,69 0,38 0,54 0,76 0,59 0,55 0,56 0,52 0,70 0,69 0,57 0,16 0,76
f 0,78%** 0,36%** 0,16 0,19* 0,57*** 0,37%** 0,06 0,32%** 0,13 0,327%** 0,33* 0,20%** 0,19* 0,29%** 0,06 0,16
Hen,b 0,12 0,32 0,06 0,15 0,31 0,28 0,10 0,06 0,20 0,00 0,11 0,04 0,07 0,14 0,00 0,32
EF1 Ho 0,13 0,24 0,06 0,12 0,18 0,32 0,10 0,06 0,22 0,00 0,11 0,04 0,07 0,13 0,00 0,32
f -0,05 0,25 -0,02 0,17 0,43 -0,18 -0,02 -0,02 -0,11 - -0,03 -0,02 0,04 -0,18 0,43
Hen,b 0,66 0,53 0,60 0,57 0,66 0,50 0,69 0,65 0,63 0,41 0,51 0,57 0,52 0,58 0,41 0,69
C40 Ho 0,50 0,66 0,55 0,58 0,44 0,54 0,81 0,56 0,55 0,33 0,68 0,66 0,62 0,57 0,33 0,81
f 0,24* -0,24 0,09 -0,01 0,34* -0,08 -0,18 0,14 0,14 0,19 -0,33 -0,15 -0,20 -0,01 -0,33 0,19
Hen,b. 0,13 0,19 0,06 0,06 0,04 0,54 0,18 0,15 0,17 0,12 0,30 0,31 0,19 0,19 0,04 0,54
C30 Ho 0,13 0,21 0,06 0,06 0,04 0,46 0,19 0,16 0,12 0,13 0,35 0,17 0,14 0,17 0,04 0,46
f -0,05 -0,08 -0,02 -0,02 0,16 -0,09 -0,07 0,28 -0,04 -0,20 0,45%** 0,27 0,09 -0,20 0,28
Hen,b. 0,47 0,50 0,45 0,46 0,51 0,55 0,49 0,47 0,43 0,41 0,45 0,49 0,45 0,47 0,41 0,55
Multilocas Ho 0,32 0,42 0,41 0,45 0,35 0,46 0,50 0,41 0,40 0,34 0,44 0,44 0,44 0,42 0,32 0,50
f 0,3 1%** 0,15%** 0,01* 0,01 0,32%** 0,15%** -0,03 0,12%** 0,08 0,15%** 0,03 0,10%** 0,04 0,02 -0,03 0,08
N 4,20 5,00 4,80 5,40 4,00 4,60 5,20 4,20 3,60 4,40 4,20 4,60 4,00 4,48 3,60 5,40




a été utilisé pour tester 'hypothése nulle d'équilibre de liaison pour chaque paire de locus par
permutations (n=1000).

STRUCTURE GENETIQUE DES POPULATIONS

L'écart a la panmixie a été testé pour chaque échantillon en utilisant une procédure de
test exact (Raymond et Rousset, 1995) implémentée dans GENEPOP 4.1.4 (Rousset, 2008)
avec les parametres par défaut. L'écart a la panmixie a été estimé a partir de l'estimateur f du
Fis (Weir et Cockerham, 1984 ; Wright, 1965) calculé pour chaque échantillon en utilisant
GENEPOP. La différenciation globale et par paire entre les échantillons a été quantifiée avec
l'estimateur 8 du Fsr (Weir et Cockerham, 1984 ; Wright, 1965) dans GENEPOP. Les
différenciations géniques entre les échantillons ont été testées avec un test exact de Fisher tel
que décrit dans Raymond et Rousset (1995) avec les parametres par défaut de GENEPOP. La
différenciation enter populations a également été testée par permutations dans GENETIX
(n=1000). Le logiciel FreeNA a été utilisé pour estimer le Fsr non biaisé pour les alleles nuls
(n=1000) et l'intervalle de confiance a été estimé a partir de 1 000 bootstraps.

Le modele d'isolement par la distance (IBD) a été analysé en suivant la méthode de

Rousset (1997). Les distances géographiques ont ét¢ mesurées sur GOOGLE EARTH
6.2.2.6613 (http://www.google.fr/intl/fr/earth/index.html ) en prenant le plus court trajet par la
mer entre deux populations.
Le parametre [ Fsr / (1-Fsr)] a été comparé avec le logarithme de la distance géographique
Ln(d) (Rousset 1997) en utilisant le programme en ligne IBDWebService 3.16 (Jensen et al.,
2005). L'intervalle de confiance a 95% (CI) de la droite de régression a ét¢ obtenu en utilisant
la procédure de 'bootstrap' non paramétrique (n=1000 ; DiCiccio et Efron 1996; Leblois et al.,
2003). La significativité de la corrélation entre les deux matrices de distance (géographique et
génétique) a été testée en utilisant un test de Mantel (1967) (n= 1000). Une analyse
préliminaire de regroupements génétiques a été réalisée avec le logiciel STRUCTURE 2.2
(Pritchard et al., 2000) en utilisant un mode¢le avec ou sans admixture. La période de
« burnin » a été fixée a 10 000 itérations et la durée de l'analyse a 100 000 itérations. Le
nombre de groupe considéré variait de 1 a 14 (nombre d'échantillons +1).

Dans le cas de tests multiples, la significativité a été corrigée par la procédure de

Benjamini and Hochberg au seuil de 5% (« false discovery rate », FDR ; 1995).
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Tableau 4 Estimation des fréquences d'alleéles nuls par l'algorithme EM (Dempster, Laird and Rubin, 1977) ; en gras : locus par population pour
lesquels MicroChecker a détecté la présence d'alleles nuls

Populations
Locus 3PP CAV MEJ MJS POU REV RID RIS SAM SAR SOM VED VES Moyenne
c21 0,00 0,09 0,01 0,00 0,04 0,06 0,04 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,02
S14 0,32 0,15 0,06 0,07 0,25 0,17 0,00 0,15 0,05 0,14 0,13 0,09 0,08 0,13
EF1 0,00 0,07 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
c40 0,09 0,00 0,04 0,00 0,11 0,01 0,00 0,06 0,04 0,05 0,00 0,00 0,00 0,03
Cc30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,07 0,00 0,00 0,13 0,07 0,02
Moyenne 0,08 0,06 0,02 0,01 0,10 0,05 0,01 0,04 0,03 0,04 0,03 0,04 0,03 0,04
Homozygote Frequencies {Cl: 95%) Frequency of Differences (bp) {Cl: 95%])
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Fig. 2 Sorties MicroChecker. Gauche : Graphique des fréquences homozygotes du locus S14 dans la population 3PP (révele la présence d'alleles nuls ou d'allele
taille) ; Droite : Graphique des écarts de longueur entre all¢les a I'état hétérozygote dans les génotypes de S14 dans la population 3PP (révele la
présence d'alleles nuls ou de pics surnuméraire).



RESULTATS
MICROSATELLITES ¢ CARACTERISTIQUES ET VARIABILITE DES LOCUS

Hormis le locus EF1 dans I'échantillon de Porquerolle (SAR), tous les locus sont
polymorphes dans tous les échantillons. Le nombre total d'alléles par locus varie de 5 pour le
locus C30 a 13 pour le locus S14, avec en moyenne 4,5 alleles par locus et par population
(Tableau 2 et 3). L'hétérozygotie observée va de 0 pour le locus EF1 dans 1'échantillon SAR a
0,82 pour le locus C21 dans 1'échantillon MJS. L'hétérozygotie attendue non biaisée va de 0
pour EF1 dans I'échantillon SAR a 0,87 pour S14 dans I'échantillon RIS (Tableau 3). Apres
¢valuation a l'aide du logiciel MicroChecker, seul le locus S14 présente des fréquences
significatives d'alléles nuls dans 9 populations avec une valeur de moyenne de 0,16. (Tableau
4 ; Fig. 2). Aucun locus ne présente de marques de problemes de lecture liés a la perte de
grands alleles ou a des pics surnuméraires. En considérant la totalit¢ des échantillons, on
détecte un déséquilibre de liaison entre les locus S14 et C21, ainsi qu'entre C21 et C30
(Tableau 5). A I'échelle des populations, huit déséquilibres de liaison significatifs ont été
identifiés entre différents locus et dans différents échantillons ; aprés correction FDR six
d'entre eux se sont avéré ne pas €tre significatifs. Les seuls déséquilibres significatifs par
population concernaient alors les locus C21 et S14 dans les échantillons RID et VES (données
non présentées).

Ecarrt 4 1'EouiLiBRE DE HARDY-WEINBERG ET DIVERSITE INTRA-POPULATIONS

En considérant chaque locus séparément, f s'étend de -0,34 pour le locus C40 dans
1'échantillon SOM a 0,78 pour le locus S14 dans 1'échantillon 3PP, avec un f moyen de 0,08.
L'écart a la panmixie varie entre les locus et les échantillons (Tableau 3). Aprés correction
FDR, on observe un déficit en hétérozygotes significatif pour le locus S14 dans 7 échantillons,
et pour le locus C30 dans I'échantillon VED. Pour le locus EF1, on ne rejette I'hypothése de
panmixie dans aucune population mais on observe un léger déficit en hétérozygotes
significatif a 1'échelle de la métapopulation. L'analyse des locus C21 et C40 a détecté un
déficit en hétérozygote dans une population chacun (CAV et POU respectivement), mais celui-
ci s'est avéré non significatif aprés correction FDR. Certains locus présentaient une valeur
négative de f mais sans exces significatif en hétérozygotes. Pour les analyses multilocus, les
valeurs de l'estimateur (f) du Fis vont de -0,03 pour RID a 0,32 pour POU, avec f moyen a

0,03. Les tests de panmixie multilocus par population sont significatifs pour 7 populations sur
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Tableau 5 Résultats des tests de déséquilibre de liaison pour chaque paire de locus sur 1'ensemble des échantillons (méthode de Fisher), GENEPOP
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13 aprés correction FDR, ils correspondent a des déficits en hétérozygotes (Tableau 3).

ANALYSE DE LA STRUCTURE DES POPULATIONS

Le Fsr global est de 0,04 avec un intervalle de confiance a 95 % de 0,03 a 0,06. Les
Fsr par paire d'échantillons prennent des valeurs allant de -0,01, entre VES et VED, jusqu'a
0,12 entre 3PP et REV. Les tests de bootstrap ont montré que l'intervalle de confiances du
Fstap. (0,043 10,028 ; 0,063]) estimé avec la méthode ENA chevauche celui du Fsr calculé sans
la correction pour alleles nuls (0,043 [0,029 ; 0,060]), il n'y a donc pas de différence entre les
deux estimations. Apres correction par permutations et correction FDR sur les tests exacts de
différenciation génique, 73 tests sur 78 comparaisons sont significatifs (Tableau 6), suggérant
une différenciation générale entre les échantillons. Par ailleurs, aucune différenciation
significative n'a été observée entre les échantillons provenant d'un méme site mais a des
profondeurs différentes, 20 m et 40 m (RIS et RID ; VES et VED ; MJS et MEJ). De maniere
générale, les populations hors de la baie de Marseille, REV et SAR, présentent des valeurs de
Fsr plus ¢€levées que les autres populations. L'analyse de regroupements génétiques avec le
logiciel STRUCTURE n'a pas révélé de groupes distincts.

Le test de corrélation entre la matrice des distances génétiques [ Fsr / (1-Fsr)] et celle
des distances géographiques [Ln(d)] est significatif au risque o de 5% (Paramétre
d'association Z = 25.31 ; P = 0.003 ; Fig. 3). Ceci indique un patron de structure génétique
suivant le mod¢le d'isolement par la distance.

DIscuUssION

VARIABILITE DES MARQUEURS MICROSATELLITES ET DES POPULATIONS p"EUNICELLA CAVOLINII

Jusqu'a présent aucune ¢tude génétique n'avait permis de préciser la structure
génétique d'E. cavolinii. L'ADN mitochondrial est en effet peu variable chez les
octocoralliaires, et ne montrait pas de différences entre E. cavolinii, E. singularis et Eunicella
verrucosa (Caldéron et al., 2006). La plupart des microsatellites utilisés ici avaient été
développés a partir de séquences d'E. Cavolinii mais dans le but d'étudier I'espéce symbiotique
E. singularis (Catanéo, 2011). Notre étude a permis d'une part de montrer que ces locus sont
¢galement polymorphes et informatifs chez E. cavolinii. La variabilité des marqueurs utilisés
lors de ce stage sur la gorgone jaune est du méme ordre de grandeur que celle obtenue pour les
mémes marqueurs chez E. Singularis (donc en dehors de EF1 ; I'hétérozygotie attendue est de

0,47 en moyenne sur les populations et les locus pour ces deux Eunicella ; Catanéo, 2011). La
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Tableau 6 Estimation du Fgr a partir d'une ANOVA standard (Weir & Cockerham, 1984).
* valeurs significatives apreés correction par permutation avant FDR ; *** valeurs significatives apres correction par permutation apres correction
FDR au seuil de 5% ; en gras : valeurs significatives sur les tests exacts de différenciation génique (pas de différence apres correction FDR au seuil de 5%)

Populations| CAV MEJ MJS POU REV RID RIS SAM SAR SOM VED VES
3PP 0,08%%% | (,05%%% | (,05%** 0,00 0,12%%* 0,05 0,04 0,10%%% | 0,11%*%* | (,07%** 0,03 0,04
CAV 0,01 0,01 0,034 0,05%%* 0,04 0,03 0,06%%% | (,04%** 0,03 0,05%%% | (,04%%*
MEJ 0,00 0,03 0,06%%* 0,02 0,01 0,05%** 0,03 0,03 0,03 0,01
MJS 0,03 0,07%%% | 0,04%%* 0,02 0,09%** 0,03 0,04%%% 0,02 0,01
POU 0,09%** 0,02 0,01 0,07%%% | (,09%** 0,05 0,02 0,03
REV 0,07+%% | 0,06%%* | 0,09%*% | 0,06%%* 0,03 0,05 0,04
RID 0,00 0,02 0,05%%% | (,03%** 0,03 0,03
RIS 0,05%%% | (,05%** 0,02 0,01 0,01
SAM 0,08%%% | 0,07%%* | 0,08%%% | 0,07%%*
SAR 0,05%%% | (,05%** 0,02
SOM 0,02 0,01
VED -0,01




diversité génétique de ces deux gorgones est cependant bien plus faible que celle observée
avec des microsatellites pour d'autres octocoralliaires de Méditerranée, C. rubrum (Ledoux et
al. 2010b ; Costantini ef al., 2007) ou la gorgone rouge, Paramuricea clavata (Mokhtar-jamai
et al., 2011). L'hétérozygotie attendue non biaisée moyenne par échantillon était en effet de
0,77 pour C. rubrum et 0,74 pour P. clavata. Cette différence pourrait étre liée aux marqueurs
utilisés, ceux développés par Catané¢o (2011) semblant moins variables que pour les deux
autres octocoralliaires. Deux hypothéses alternatives peuvent étre évoquées pour expliquer la
relativement faible diversité génétique de la gorgone jaune de Méditerranée. Un effet sélectif
peut entrainer une baisse de diversité mais cette hypothése semble peu probable car, d'une
part, la sélection devrait alors avoir affecté tous les marqueurs, et d'autre part il s'agit ici de
locus microsatellites donc supposés neutres. Une deuxieéme hypothése expliquant cette faible
diversité génétique serait celle d'un goulot d'étranglement suite au processus de recolonisation
post-glaciaire (Hewitt, 2000). Cette recolonisation suite a la remontée du niveau de la mer
aurait alors affecté différentiellement les différentes espéces de gorgonaires. Cette hypothese
sera testée par l'analyse d'un plus grand nombre de marqueurs microsatellites dont le locus
Mic56 en cours de mise au point dans le cadre de ce stage (voir Mise au point du marqueur
Mic 56 en annexe 2) et par I'étude de séquences d'introns (thése d'l. Pivotto).

ConnNectiviTE — FLUX DE GENES

Les études génétiques de connectivité au niveau des populations marines ont mis en
¢vidence l'importance insoupgonnée de la dispersion a courte distance (Swearer et al., 2002;
Taylor et Hellberg, 2003; Jones et al., 2005; Cowen et al., 2007; Almany et al., 2007; Jones et
al., 2009). Pour une métapopulation, la dispersion peut permettre de coloniser de nouveaux
habitats ou favoriser la recolonisation d'habitats ayant été affectés par un épisode de mortalités
massives. Par ailleurs, la migration peut limiter les effets de la dérive génétique en augmentant
la taille de la population (par I'apport de nouveaux individus) et la variance génétique (par
I'afflux de genes différents) (Alleaume-Benharira et al., 2006). Chez E. cavolinii, les flux de
genes reposent sur la dispersion des larves. La dispersion larvaire est communément décrite
comme la probabilité qu'une larve disperse et s'établisse avec succes dans un site spatialement
distinct de son site d'origine (Largier, 2003). Les méthodes d'analyse de la dispersion des
larves sont multiples : génétique des populations (avec des approches directes, comme les

analyses de parenté, ou indirectes ; voir Broquet et Petit, 2009), modeles de circulation
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biophysique, marqueurs biochimiques et observations (difficile en milieu marin). Ainsi, il
semblerait que globalement la métapopulation d'E. Cavolinii ait des populations différenciées
les unes des autres donc avec peu de flux de génes entre elles. Cette observation indiquerait
donc une dispersion larvaire relativement courte, qui pourrait étre en accord avec les
observations faites en aquarium sur E. singularis (Weinberg, 1979). La dispersion larvaire
semble cependant suffisante pour maintenir une homogénéité génétique entre les profondeurs
d'un méme site, contrairement a E. singularis et P. clavata qui présentent une différenciation
significative entre profondeur pour certains sites ou a C. rubrum qui présente une
différenciation généralisée entre profondeurs (Costantini et al., 2011). Par contre, 'absence de
(ou la faible) différenciation entre les sites de Méjean et Riou ainsi qu'entre les Calanques de
Pouard sur I'lle Plane et la grotte 3PP de la Ciotat sont plus difficiles & expliquer. Ces résultats
pourraient refléter des échanges plus marqués entre ces populations en dépit des distances
géographiques qui les séparent ou un manque de puissance des tests de différenciation compte
tenu du nombre de marqueurs utilisés et de leur faible variabilit¢ (Ryman et al., 2006). La
recherche de migrants via des méthodes d'assignation a l'aide du logiciel GeneClass2 (Piry et
al., 2004) serait utile pour tenter de préciser la connectivité entre populations.

La métapopulation d'E. cavolinii est néanmoins beaucoup moins structurée que celle
de C. rubrum (Ledoux et al., 2010b). Chez ce dernier, une structure trés nette a été mise en
¢vidence avec l'existence de quatre grands groupes génétiques en Méditerranée nord-
occidentale et une différenciation a courte distance (une dizaine de meétres, y compris entre
profondeurs d'un méme site ; Costantini et al., 2007 ; Ledoux et al., 2010a,b ; Costantini et
al., 2011). Des résultats similaires ont été obtenus pour P. clavata (Mokhtar-jamai et al.,
2011). Nos résultats sont cependant en accord avec ceux obtenus chez E. singularis, pour
laquelle Catanéo (2011) n'a pas pu mettre en évidence de groupes génétiques marqués et ou
les niveaux de différenciation (Fsr de -0,02 a 0,37) sont comparables a ceux d'E. cavolinii. 11
est donc probable qu'E. cavolinii disperse en moyenne a plus longue distance que C. rubrum
ou P. clavata créant ainsi des flux de geénes importants qui atténuent la différenciation. Cette
différenciation se met malgré tout en place a relativement courte distance (2,83 km) pour une
espece marine a dispersion larvaire (Kinlan et Gaines, 2003 ; Botsford ef al., 2009). 1l resterait

a étudier les facteurs sélectifs qui auraient pu fagonner ces stratégies de dispersion localisée.
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EVOLUTION DE L'ADAPTATION LOCALE EN MILIEU MARIN ET PLUS PARTICULIEREMENT CHEZ LES

GORGONAIRES DE MEDITERRANEE.

Le milieu marin est supposé tres dispersif, donc peu favorable a 1'adaptation locale en
raison de I'importance des flux d'all¢les localement inadaptés (Lenormand, 2002). Cependant,
il présente des gradients et une hétérogénéité environnementale marqués. Des études
antérieures ont par ailleurs mis en évidence divers exemples d'adaptation locale en mer
(Sanford et Kelly, 2011 ; Sotka, 2005) et notamment en fonction de la profondeur et donc du
régime thermique chez le corail rouge (Ledoux 2010 ; Haguenauer et al., 2011) ou chez
l'espéce symbiotique E. singularis (Catanéo, 2011). Dans le cas de la gorgone jaune si
I'absence de différenciation entre profondeurs se confirme, deux alternatives peuvent étre
envisagées : soit, une stratégie de plasticité phénotypique permet le maintien de l'espece sur
un environnement hétérogéne en présence de flux de génes (Chevin et Lande, 2011), soit,
malgré les flux de genes, il y a quand méme de 'adaptation locale dont les effets sont visibles
uniquement sur certains locus. La recherche de tels locus peut se faire par exemple via des
approches de génomique des populations (ex. Gagnaire et al., 2012, ou on voit des effets
sélectifs dans une méme population chez l'anguille). Les résultats de l'expérimentation en
cours sur cette espéce permettront de préciser ceci au niveau phénotypique (voir le protocole
de I'expérience de thermotolérance en annexe 3).

CONCLUSION
La gorgone jaune, E. cavolinii, subit les effets combinés du changement climatique et

des activités de plongée sous marine. Notre étude a permis de mettre en évidence des flux de
genes restreints a courte distance, bien que la structure génétique de cette espéce soit moins
marquée que celle d'autres octocoralliaires de Méditerranée. Ceci pourrait indiquer des
capacités de recolonisation relativement réduites suite a une perturbation. La question de sa
présence dans des environnements contrastés (notamment vis-a-vis de la profondeur et de la
température) exige des analyses complémentaires afin de préciser l'interaction entre flux de
geéne et adaptation locale. Ceci pourra étre réalisé en étudiant un plus grand nombre de
microsatellites et si possible plus variables. Le séquencage en cours du transcriptome de cette
espece, dans le cadre du projet Popphyl, permettra également d'avoir une idée plus large de la
diversité¢ génétique de cette espece mais aussi d'identifier d'autres marqueurs (SNPs ou

microsatellites) utiles pour une étude plus précise de I'histoire évolutive de cette espece.
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ANNEXE 1

ProtocoLEs
QIAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook
DNA Purification from Tissues (QIAamp DNA Mini Kit) p.33
This protocol is for purification of total (genomic, mitochondrial, and viral) DNA from tissues
using the QIAamp DNA Mini Kit.
Digestion
— Prélever un fragment de 1 a 2 cm et le placer dans un microtube 2 mL « safe-lock ».
— Ajouter une bille de broyage et 180 pL de tampon ATL (tampon de lyse).
— Broyer au Tissulyser pendant 2 min.
— Centrifuger pour faire retomber la mousse.
— Ajouter 20 pL de Protéinase K, vortexer.
— Incuber a 56°C dans le Thermomixeur pour une durée de 2h a toute la nuit.
Une fois la digestion effectuée
— Centrifuger briévement pour faire tomber les gouttes de condensation.
— Transvaser le liquide dans un nouveau tube (retirer la bille).
— Ajouter 200 uL de tampon AL, vortexer 15s et incuber 10 min a 70°C.
— Centrifuger brievement pour faire tomber les gouttes de condensation.
— Ajouter 200 pL d'éthanol absolu froid, vortexer 15s.
— Centrifuger briévement pour faire tomber les gouttes.
Passage sur colonne
— Transférer le mélange dans la colonne sans toucher les bords.
— Centrifuger 1 min a 6 000g.
— Remplacer le tube de récolte contenant le filtrat par un tube propre.
— Ajouter 500 uL de tampon AW1 dans la colonne sans toucher les bords.
— Centrifuger 1 min a 6 000g.
— Remplacer le tube de récolte contenant le filtrat par un tube propre.
— Ajouter 500 pL de tampon AW2 dans la colonne sans toucher les bords.
— Centrifuger 3 min a 20 000g.

— Remnlacer le tube de récolte contenant le filtrat par un tube propre.
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— Centrifuger 1 min a pleine puissance.

— Placer un eppedorf 2mL sous la colonne.

— Ajouter 200pL de tampon AE dans la colonne. Incuber 10 min.
— Centrifuger 1 min a 6 000g.

— Répéter les deux derniéres étapes.

Extraction ADN précipitation par les sels

— Prélever un fragment de 1 & 2 cm de colonie d'E. cavolinii.

— Laisser évaporer I’alcool en incubant quelques minutes a 56°C.
— Ajouter 600 uL de tampon TNES.

— Ajouter 20 pL de protéinase K (20mg/mL).

— Laisser incuber a 56°C 2h a toute la nuit.

— Ajouter 166.7 uL de NaCl (6M).

— Centrifuger 15 min a 10 000 g (étape de précipitation des protéines).
— Récupérer le surnageant et le transférer dans de nouveaux tubes.
— Ajouter 780 pL d’alcool absolu a froid (Ethanol 100%).

— Ajouter 78 uLL d’Acétate de Sodium (3M pH 7).

— Centrifuger 15 min a 13 000 g (étape de précipitation de I’ADN).
— Eliminer I’alcool en prélevant avec la pipette.

— Ajouter 780 pL d’Ethanol 70% (étape de lavage).

— Centrifuger 15 min a 13 000 g.

— Eliminer I’alcool en prélevant avec la pipette.

— Laisser sécher a I’air libre en recouvrant de papier aluminium.
— Si besoin incuber quelques minutes a 56°C.

— Ajouter 200 pL d’H,O milliQ.

— Vortexer.

— Centrifuger rapidement.

— Incuber quelques instants a 56°C.
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PCR
Préparation du mélange réactionnel (Mix)
- Tampon 5X : 2uL*
-dNTP (5mM) : 1uL*
- MgCI2 25mM) : 1 uL*
- Amorce « sens » (10uM) : 0,05 pL*
- Amorce « anti-sens » (10uM) : 0,05 pL*
- Eau: 3,95 uL*
- Taq Polymerase (SU/uL) : 0,05 pL*
*Quantités multipliées par le nombre de puits + 10 %
Dans chaque puits
— 1uL d'ADN
— 9uL de Mix

Cycle type et températures optimales d'hybridation (T) pour chaque microsatellite

1X 30 CYCLES 1X

et L : : i B
o0~ tDénaturation  Elongation : %
ol i i i g4 : IW

94°C : s

Hybridation : e
Microsatellite S14 C21 C30 C40 EF1
T 64°C 55°C 62°C 60°C 45°C
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ANNEXE 2

MIsE au PoINT DU MARQUEUR MIc56

La PCR avec un gradient de température a permis de déterminer la température
optimale d'hybridation des amorces non fluorescentes pour le locus Mic56 (gel de gauche). Le
gel effectu¢ aprés PCR a 58,5°C sur 11 individus provenant de trois populations distinctes a
mis en évidence le polymorphisme de ce locus (gel de droite). La mise au points des
parametres de PCR avec 1'amorce fluorescente est en cours, dans le but de pouvoir génotyper
les individus par migration sur un « Genetic Analyser ABI3130 » (Applied Biosystems).

Gel du 11/04/12 Gel du 11/04/12

Gradient PCR du 10/04/2012 PCR 58.5° du 10/04/2012
MIC 56 EC F/IR MIC 56 EC F/IR

ECSOM1

ECMEJ 20

BLANC

= &
= =
Q 0
(B
o 0
Wowm

ECSOM3
ECSOM4
ECSOMS5
ECSOMé6
EC3PP1
EC3PP2
EC3PP4
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ANNEXE 3

EXPERIENCE DE THERMOTOLERANCE SUR EUNICELLA CAVOLINII
Vingt colonies ont été prélevées a 20 m et 40 m de profondeur sur le site de Riou. Elles ont été
fragmentées en plusieurs réplicats soumis a deux conditions expérimentales :
1.Condition « témoin » a 17°C
2.Condition « stress thermique » avec les phases suivantes :
- Phase d’acclimation de 3 semaines a 17°C,
- Augmentation en 6h de la température de 17 a 23°C,
- Maintien a 23°C durant 72h
- Augmentation en 6h de la température de 23 4 28°C
- Maintien a 28°C
Des fragments ont été prélevés dans chaque condition avant la date d'application du stress, a
23°C puis a 28°C (apres 24h et 48h). Ces fragments seront utilisés pour une étude de
'expression de genes candidats. Des fragments des mémes colonies ont aussi été gardés afin
de suivre I'évolution du taux de nécrose a 28°C. Cette expérience permettra d'évaluer la
variabilité de réponse au stress thermique pour une méme profondeur et entre différentes

profondeurs.
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Résumé :

Les canicules des ¢étés de 1999 et 2003 se sont accompagnées d’événements de
mortalités massives qui ont affectés divers métazoaires marins. L'étude de I'impact de
ces perturbations sur ces populations nécessite d'étudier leurs capacités d'adaptation et
de recolonisation. L'objectif principal de cette étude est d'analyser le polymorphisme et
la structure génétique de la gorgone jaune de Méditerranée, Eunicella cavolinii, dans le
but de déterminer ses capacités de dispersion. Par ailleurs, les résultats obtenus seront
utiles pour comprendre I'évolution, ou non, de l'adaptation locale en fonction du
régime thermique. Cinq marqueurs microsatellites ont été étudié€s sur des échantillons
de 13 populations de la Méditerranée nord-occidentale pris a différentes profondeurs.
Nos principaux résultats indiquent (1) une différenciation par paire d'échantillons a
relativement courte distance, (2) une structure et une diversité génétique relativement
faibles par rapport a d'autres octocoralliaires, (3) une absence de différenciation selon
la profondeur dans un méme site. Les conséquences évolutives de ces résultats sont
discutées dans le cadre de I'é¢tude des processus adaptatifs. Cette analyse s'inscrit dans
une étude plus large des capacités adaptatives de cette espece a l'aide de la variabilité
de réponse au stress thermique aux niveaux du phénotype et de 1'expression de génes
candidats.

Mots clés: Eunicella cavolinii, connectivité, adaptation locale, microsatellites,
différenciation génétique

Genetic survey of the Mediterranean gorgonian Eunicella cavolinii:
connectivity and local adaptation in heterogeneous environments.

Abstract:

The heat waves of summers 1999 and 2003 have led to mass mortality events for
various marine metazoans. In order to estimate the impact of such disturbances on
these populations it is necessary to study their adaptaive and recolonization abilities .
The main objective of this study was to analyze the genetic structure of the
Mediterranean yellow gorgonian, Eunicella cavolinii, in order to determine its
dispersal abilities. Five microsatellite markers were studied on samples of 13
populations of the North Western Mediterranean, including different depths. Our main
results indicate (1) a generalized pair-wise differentiation at relatively short distance,
(2) trelatively weak genetic structure and diversity when compared with other
octocorals, (3) no differentiation according to depth in the same site. The evolutionary
consequences of these results are discussed in the contaxt of evolution of adaptative
abilities. This analysis is part of a study on the adaptive processes in this species
including the phenotypic variability in response to thermal stress and the levels of
expression of candidate genes.

Keywords: E unicella cavolinii, connectivity, local adaptation, microsatellites, genetic
differentiation
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