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Résumé

La compréhension des forces évolutives agissastde la formation des espéces et
contribuant au maintien de leur intégrité est ureemajeur pour expliquer la distribution de
la biodiversité, particulierement dans le conteriduel des changements globaux. La
spéciation est le processus continu durant lequetedespece ancestrale se forment deux
especes. Le sens méme du mot « espéce », et p@qoemce du mot « spéciation », a fait
I'objet de nombreux débats, qui se poursuivent eneoijourd’hui. Les especes peuvent par
exemple étre définies sur la base de lisolemeproducteur (absence d’hybridation,
« concept biologique »), de phylogénies de genesufgs monophylétiques d’alleles,
« concept phylogénétiqgue »), ou encore suivantslecaractéristiques écologiques. La
définition des espéeces sur la base de criteres mlogiques a, depuis toujours, montré ses
limites : les différences de morphologie entre vidlis peuvent étre par exemple liées a un
dimorphisme sexuel, ou a un effet de I'environneinfplasticité phénotypique). Au contraire,
deux populations peuvent constituer des espéecéisalies suivant les concepts biologique
et/ou phylogénétique sans pour autant montrer fii&elce morphologique. Dans ce dernier
cas, les espéces sont alors appelées « espectguaryp>. Chez les macroalgues, la définition
morphologique des especes reste trées majoritaitemiisée, et peu d’études se sont
intéressées a I'importance de I'isolement repraelucentre especes proches ou a I'histoire et
la géographie du processus. Chez les Laminarigiiasdes algues brunes des eaux tempérées
froides, les études antérieures a ces travaux @éeetlsuggéraient que les barrieres
reproductives entre espéeces sont généralement pietas, menant a la formation d’individus
hybrides en conditions de laboratoire.

En utilisant une combinaison d’approches a la f@aétiques et écologiques, cette
thése a eu pour objectif général de comprendresqaoglt les mécanismes qui sont a 'origine
de la distribution de la diversité génétique etxcgui contribuent a son maintien chez la
Laminariale Lessonia nigrescen<ette algue brune forme de véritables foréts cghide
I'étage intertidal rocheux le long des cétes chilies. Le contexte géographique paraissait
d’autant plus intéressant qu’'une zone de transhiogéographique avait été préalablement
décrite dans cette région (Camus, 2001), bien que&raversée (voir pour revue Thiel et al.,
2008). Ainsi, alors que certaines especes marir@drent un changement abrupt dans leur
distribution ou dans leur abondance entre 30°S386,3d'autres especes traversent ces
latitudes sans paraitre affectées. Contraireméatnaajorité des zones de transition cotiéres
dans le monde, aucun événement géologique hiseodganu n’explique cette discontinuité.
Les zones de transition biogéographiques constilesrégions particulieres pour étudier les

processus de spéciation, et de divergence en d¢édares un contexte géographique : les
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processus affectent les aires de distribution dgseaes peuvent également avoir des
répercussions sur la distribution de la diversé@éaiique intra-spécifique.

Le premier objectif de cette thése a été d'étudigthylogéographie de cette espéce et
de la comparer avec I'espece phylogénétiquemerhpranais présente dans I'étage subtidal,
Lessonia trabeculataAvec une approche utilisant quatre marqueurs cotdées, issus des
trois compartiments génomiques (noyau, mitochongdhroplaste), il a été mis en évidence
une concordance entre la zone de transition biaggfbgue décrite a 30°S et une
discontinuité génétique majeure au seirLdeigrescenstandis qud.. trabeculatane montre
pas de structuration génétique. La conclusion majdu premier chapitre est la présence de
deux especes cryptiques au seinLdenigrescens suivant le concept phylogénétique de
'espece. En attendant une description taxonomiffumelle, les deux espéces ont été
appelées «espece Al », correspondant a l'espegseme dans l'Aire Intermédiaire, et
« espece PP », celle présente dans la Provincei&éna.

Les résultats acquis au cours de cette thése,éajautceux présentés dans divers
projets et théses (PUC, UPMC), ont de plus permaés ndontrer que des facteurs
environnementaux extrinseques et probablement maent a I'origine des discontinuités
phylogéographiques et biogéographique.

Le deuxieme chapitre de la thése s’intéresse phrsiculierement aux processus
actuels, qui permettent le maintien de la difféiamen entre les deux espéeces He
nigrescens Pour cela, I'étude s’est recentrée sur la zonératesition, entre 29°S et 31°S,
correspondant a la zone de chevauchement degdaidistribution des deux especes.

La premiere étape a été de déterminer précisélmermtires de distribution des deux
especes dans cette région, a différentes écheflaBales (100km a 1km). De facon
surprenante, une absence compléte de sympatrié ab&ervée : les deux espéces n'ont
jamais été observées au sein d’'un méme site,qialke que soit I'échelle considérée.

Ensuite, je me suis attachée a caractériser I'itapoe de I'isolement reproducteur
entre les deux espéces dans les conditions nasirelh utilisant une approche de génétique
des populations (marqueurs microsatellites). Céttale, la premiere du genre chez des
Laminariales, a montré que l'isolement reproductestr apparemment complet entre ces
especes cryptiques. Ainsi, le concept biologiquéedpéce peut étre utilisé pour les décrire.
Ce résultat contraste particulierement avec la idération générale suivant laquelle
I'hybridation interspécifique (voire inter-générmjuserait frequente chez les Laminariales.

L’étape suivante a été d’étudier le role des fastenvironnementaux sur 'absence de

sympatrie. Afin de tester I'hypothése d'une diverge adaptative, une expérience de
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transplantations réciproques a été réalisée. DEsahces de qualité de I'environnement ont
pu étre mises en évidence entre les quatre sitesdéyés. Dans 'un de ces sites, une réponse
différentielle entre espéces a été observée : ,admis ce site habité par I'espece Al
(population naturelle), les individus d’espece PProontré une valeur sélective plus faible
gue les individus d’espéce Al (quelque soit lete diorigine). Aucune différence de réponse
entre espéces n'a cependant pu étre mise en éwigeno deux autres sites, sites qui sont
géographiquement proches (20km) mais I'un habitd’espéece Al, I'autre par I'espéce PP.
Par conséequent, les résultats de I'expérience magteent pas d’expliquer la distribution des
espéeces a I'échelle locale ni 'absence de syngdigs hypothéses invoquées sont I'action
de meécanismes liés a l'isolement reproducteur efloune exclusion compétitive entre
especes.

En conclusions générales, ces travaux de thesmamtré la présence de deux especes
cryptigues au sein de l'espece morphologidquenigrescens Ces espéces sont isolées
reproductivement, présentent des niches écologigiisctes et montrent des histoires
démographiques différentes. Au niveau fondamermtd, travaux constituent une avancée
importante dans la compréhension des processuspé@ason chez les Laminariales,
organismes peu étudiés. Au niveau appliqué, cegdtaés ont des conséquences directes en
biologie de la conservation et dans la gestionldardes ressources naturelles, lessonia
ayant une importance économique directe (récolte fiadustrie des alginates) et indirecte

(especes-ingénieurs de I'écosysteme).
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El entendimiento de las fuerzas evolutivas quéaacturante la formacion de especies
y que contribuyen a la mantencion de su integridadin desafio mayor para explicar la
distribucion de la biodiversidad, particularmente e contexto actual de los cambios
globales. La especiacion es el proceso continuangeirel cual de una especie ancestral se
forman dos especies. El sentido mismo de la palaspecie”, y por consecuencia de la
palabra “especiacion”, ha sido el objeto de nuneraebates, que prosiguen todavia hoy en
dia. Las especies pueden ser por ejemplo defiredabase al aislamiento reproductivo
(ausencia de hibridacién, “concepto biolégico”¥jlagenias de genes (grupos monofiléticos
de alelos, “concepto filogenético”), o también easdy a sus caracteristicas ecoldgicas. La
definicion de especies en base a caracteres mgidok ha mostrado, desde siempre, sus
limites: las diferencias de morfologia entre indisds pueden estar por ejemplo ligadas a un
dimorfismo sexual, 0 a un efecto del ambiente {ulasd fenotipica). Al contrario, dos
poblaciones pueden constituir especies distintadase a los conceptos biologico y/o
filogenético y no mostrar sin embargo diferenciagrfoiégicas. En este ultimo caso, las
especies son llamadas “especies cripticas”. Encales, la definicibn morfolégica de las
especies es la que prima en la gran mayoria destaglios, siendo pocos aquellos que se han
interesados en la importancia del aislamiento Bymrtivo entre especies cercanas, 0 en la
historia y la geografia del proceso. En las Lanwhes, grandes algas pardas de aguas
templadas-frias, los estudios anteriores a ests $egerian que las barreras reproductivas
entre especies generalmente no se completan, lle\atalformacion de individuos hibridos
en condiciones de laboratorio.

Usando una combinacién de aproximaciones tant@tigas como ecoldgicas, esta
tesis ha tenido como objetivo general entenderesusdn los mecanismos que estan al origen
de la distribucion de la diversidad genética y gieetlos que contribuyen a su mantencion en
la LaminarialLessonia nigrescengsta gran alga parda forma verdaderos bosquesind
el intermareal rocoso a lo largo de la costa chil&i contexto geografico en el que se ubica
esta especie parecia inicialmente muy interesanta enedida que una zona de transicion
biogeografica habia sido previamente descrita ead@én en que ella se distribuye (Camus,
2001), pero su existencia era controversial ensealiversos autores (ver por revision Thiel et
al. 2008). Asi, ciertas especies marinas muestrazambio abrupto en su distribucion o en su
abundancia entre los 30°S y 33°S, mientras qus efjpecies atraviesan estas latitudes sin ser
afectadas aparentemente. Contrariamente a la rayerias zonas de transicion costeras en
el mundo, ningun evento geoldgico histérico cono@dplica esta discontinuidad. Las zonas

de transicion biogeograficas constituyen regioneticodares para estudiar los procesos de
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especiacion, y de divergencia en general, en utextingeografico: los procesos que afectan
las aéreas de distribucion de especies pueden éanmtginer repercusiones sobre la
distribucion de la diversidad genética intra-esiiesi

El primer objetivo de esta tesis ha sido estut#iafilogeografia de esta especie y
compararla con la especie filogenéticamente masacar pero presente en el submareal,
Lessonia trabeculataCon una aproximacion que emplea cuatro marcadoeculares,
provenientes de los tres compartimentos gendmiaasl€o, mitocondria, cloroplasto), se
puso en evidencia una concordancia entre la zorteadsicion biogeografica descrita a los
30°S y una discontinuidad genética mayor dentroLdenigrescens mientras queL.
trabeculatano mostrd estructuracién genética. La conclusiégameel primer capitulo es la
presencia de dos especies cripticas dentta degrescenssegun el concepto filogenético de
la especie. No existiendo una descripcion taxonartmmal, me referiré por mientras a estas
especies como “especie Al”, correspondiente a f@as presente en el Area Intermedia, y
“especie PP”, presente en la Provincia Peruana.

Los resultados adquiridos durante esta tesisusars a los presentados en diversos
proyectos y tesis (PUC, UPMC), y han ademas peatmithostrar que factores ambientales
extrinsecos y probablemente antiguos estan alrodgdas discontinuidades filogeograficas y
biogeografica.

El segundo capitulo de esta tesis se interesapadisularmente en los procesos
actuales, que permiten la mantencién de la difemerdn entre ambas especies de
nigrescensPara esto, el estudio se focaliz6 en la zonaasition, entre 29°S y 31°S, que
corresponde a la regién de sobreposicion de las @ distribucion de estas especies.

La primera etapa ha sido determinar precisameastérdeas de distribucion de ambas
especies en esta region, a distintas escalas algsagqil00km a 1km). De manera
sorprendente, una ausencia completa de simpatsalbabservada: las dos especies nunca
han sido observadas dentro de un mismo sitio, viealy sea la escala geogréfica
considerada.

Enseguida, me he concentrado en caracterizar |gortancia del aislamiento
reproductivo entre ambas especies en condicionesates, usando una aproximacion de
genética de poblaciones (marcadores microsatélEss¢ estudio, el primero de este tipo en
las Laminariales, ha mostrado que el aislamienpoorkictivo esta aparentemente completo
entre estas especies cripticas. Asi, el conceptodico de la especie puede ser usado para

describirlas. Este resultado contrasta particulateneon la consideracion general segun la
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cual la hibridacion interespecifica (incluso hastéer-genérica) seria frecuente en las
Laminariales.

La etapa siguiente ha sido estudiar el rol deofastambientales sobre la ausencia de
simpatria. Para poner a prueba la hipétesis delivweagencia adaptativa, un experimento de
transplantes reciprocos fue realizado. Diferen@asla calidad del ambiente han sido
detectadas entre los cuatros sitios analizadosnBrde estos sitios analizados, una respuesta
diferencial entre especies ha podido ser evidencagigen este sitio, en el cual la poblacion
natural es de la especie Al, los individuos deslaeeie PP han mostrado un valor selectivo
inferior a la de los individuos de la especie Alidljuier que sea sus sitios de origen). No
obstante, no se detecto diferencia de respuesta especies en otros dos sitios, los cuales
estan geograficamente cercanos (20km) pero habitad@or la especie Al, y el otro por la
especie PP. Por consiguiente, los resultados deériexento no permiten explicar la
distribucion de las especies a escala local ni uUsemcia de simpatria. Las hipotesis
explicativas mas probables aluden a mecanismoddggal aislamiento reproductivo y/o a
una exclusién competitiva entre ambas especies.

En conclusion, los trabajos de esta tesis harepwiddo la presencia de dos especies
cripticas dentro de la especie morfologica nigrescens Estas especies estan aisladas
reproductivamente, presentan nichos ecoldgicomtiisty muestran historias demogréficas
diferentes. Desde el punto de vista de la investigabasica, estos trabajos constituyen un
avance importante en el entendimiento de los poscds especiacion en las Laminariales,
organismos poco estudiados. Desde el punto de destes aplicaciones, estos resultados
tienen implicancias directas en biologia de la eorecidon y en el manejo sostenible de los
recursos naturales, dado que llassoniatienen una importancia econdmica directa (cosecha

para la industria de los alginatos) e indirectpdei ingeniero del ecosistema).
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Abstract

Understanding the evolutive forces that act durihg formation of species and
contribute to maintain their integrity is a majdnatienge to explain the distribution of
biodiversity, particularly in the actual context gibbal changes. Speciation is a continuous
process during which two new species are formenrh fome ancestral. However, the word
“species” and consequently the word “speciation’y haen subject of numerous debates that
continue nowadays. This is because, species caefbeed in base of reproductive isolation
(absence of hybridization, “biological species @ptt), genes phylogenies (monophyletic
groups of alleles, “phylogenetic species concept’)their ecological characteristics. The use
of morphological characteristics to define spedes always shown its limits, because
morphological differences between individuals can dee to sexual dimorphism or
environmental effects (phenotypic plasticity). Othise, two populations can comprise
distinct species according to the biological anddbylogenetic species concepts, without
showing morphological difference. In this case, cgg®e are said to be “cryptic”. For
macroalgae the morphological species definitionsides the above mention problems,
continues to be used, and few studies focus omtpertance of reproductive isolation among
related species or the history and geography optbeess. Previous studies in Laminariales,
large brown algae inhabiting cold and temperateergaisuggested that reproductive barriers
among species are generally incomplete, leadintpeoformation of hybrid individuals in
laboratory conditions.

Using a combination of both ecological and genepiproaches, this thesis aimed to
understand the mechanisms responsible for thenoodithe distribution of the genetic
diversity of Lessonia nigrescensand also those mechanisms that contribute tor thei
maintenance. This brown alga forms veritable farasid dominates the intertidal rocky shore
along the Chilean coast. The geographic context ywagicularly interesting as a
biogeographic transition zone has been describatisnregion (Camus, 2001), but still is
controversial (see for review Thiel et al., 2008)hile some marine species show an abrupt
change in their distribution or in their abundabe¢ween 30°S and 33°S, other species cross
these latitudes without seemed affected. Contraoilyhe majority of the coastal transition
zones in the world, no historical geological evisrknown to explain this discontinuity. Due
to the above mention, the biogeographic transitiones constitute a particular region to
study the speciation process, and divergence manegeneral, in a geographic context: the
processes affecting the distribution range of gse@an also have repercussion in the

distribution of the genetic diversity at the ingpecific level.

vii



Abstract

The first objective of this thesis was to study pinglogeography df. nigrescensand
to compare it with that of the phylogeneticallys®#st specie4,. trabeculata which is present
at the subtidal level. Through an approach thatduseir markers from each genome
compartments (nucleus, mitochondria, chloroplagt)has been revealed a concordance
between the biogeographic transition zones degtribe 30°S and a major genetic
discontinuity in L. nigrescens whereasL. trabeculatadid not show such any genetic
structuring. The major conclusion is the presencevofcryptic species withih. nigrescens
based on the phylogenetic species concept. Withdaixonomical formal description, the
species have been named “IA species”, presentwiintermediate Area, and “PP species”,
presents in the Peruvian Province.

Moreover, the results, together with those preskimevarious projects and theses
(PUC, UPMC), show that extrinsic environmental dast probably ancient, are at the origin
of the phylogeographic and biogeographic discottigsi

The second chapter of the thesis focused more ondiu@l processes that allow the
maintenance of the differentiation between bothcigseofL. nigrescensFor this, the study
focused on the transition zone, between 29°S ari®,3€rresponding to the overlapping
region of distribution ranges of the species.

As the first step, the distribution range of bofiedes has been determined in this
region, using different spatial scales (100km —ni).kSurprisingly a complete absence of
sympatry has been observed: the two species haver meen observed within a same
location, regardless the geographical scale coreside

As a second step, | characterized the reprodudcsim@ation between the species in
natural conditions using a genetic population agpo(microsatellite markers). This study,
the first of this type in Laminariales, has showattthe reproductive isolation is apparently
complete between these cryptic species, allowirigguthe biological species concept to
describe them. This result is particularly conirastwith the general consideration that
interspecific hybridization (including inter-genusithin Lamiariales is frequent.

The final step was to study the role of environrakriaictors on the absence of
sympatry. In order to test the hypothesis of adajgaivergence, an experiment of reciprocal
transplants was realized. Differences in environnepratlity have been detected among the
four studied sites. In one of these sites, a spexpecific response was observed: in this site
of IA species (natural population), the individuafs?P species had a lower fithess than those
of IA species. However, no species-specific respamss observed in the two sites separated

by a small geographic distance (20km), but inhablg distinct species (IA and PP). In
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Abstract

consequence, these results cannot explain thebdistn of the species at a local scale, nor
the total absence of sympatry. Mechanisms linkedreproductive isolation and/or to

exclusive competition between species are posdigfetheses to explain the observed
pattern.

As general conclusions, this thesis work has shibrpresence of two species within
the morphological specielk. nigrescens These species are reproductively isolated, have
distinct ecological niches and show different derapbic histories. As a basic science result,
this work constitutes an important advance in théenstanding of the speciation processes in
Laminariales, slightly studied organisms. Thesallteshave also a direct importance for
conservation biology and sustainable managemetiteohatural resources, becalsssonia
species constitute species of economic importadgectly (recollected for the alginates

industry) and indirectly (ecosystem engineer sgcie
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Introduction générale

Le travail réalisé au cours de cette thése s'iatégns la problématique générale
I'étude des processus de spéciation, en prenanheoespeces modeles de grandes al
brunes marines (Ordre des Laminariales, appel&eips »). Ces gles forment de véritabl
foréts dans les eaux tempérées froides et ontmpertance économique, pour l'industrie
alginates et pour la récolte dinvertébrés mariigat dans ces foréts. Malgré le
importance écologique et économique, et leur dgadiversité en nombre d’especes
certaines régions du monde, les mécanismes fawmbriga spéciation et contribuant
l'isolement reproducteur ont été tres peu étudiez aces especes. Mon travail de the
permis de mettre en évidence l'existeneeddux especes cryptigues au sein du com,
« Lessonia nigrescens ke long des cbétes chiliennes. Je me suis tout dilattachée
comprendre l'histoire des deux taxa, et a disclgsrdifférentes hypothéses a l'origine
cette spéciation. Ensuites me suis intéressée aux mécanismes qui permadttertilement |
maintien de l'intégrité des espéces cryptigued deigrescensen particulier dans la régis

de contact entre leurs aires de distribution.

Je commencerai donc cette introduction par wevue des difféerents modes
spéciation qui ont été proposés dans la littératbes je soulignerai l'intérét de I'étude
zones de transition pour comprendre les processuspégation. Je présenterai ensuit
région d'étude : les cbtes chiliesret en particulier la zone de transition qui cgpond a un
zone de transition biogéographique, dont l'origgth€ancienneté restent indéterminées. E|
je présenterai les organismes modeles, c'est-addirecomplexe d’especes Lessonie
nigrescens> présent dans le bas de I'étage intertidal guecpamparé a I'espéce subtidi
Lessonia trabeculataces deux espéces dominant les habitats rochguosés aux vagur

dans la région d’étude. Pour terminer, j'exposkrailan de la these.
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A. Especes spéciation et évolution des barriere

reproductives

1. Différentes définitions de I'espece

Le concept d’espéece a fait I'objet de nombreusssudisions, avec une intensificat
du débat depuis une vingtaine d’années. Coyneref2004) ont ainsi répestié 25 concept
d’espéces différents, bien que leur liste ne sadt @xhaustive. Ce vieux débat persiste ¢
n'existe pas de concept applicable a tous les ¢ara ambigtité (Hey, 2001qui prenne e
compte les particularités des systemes de repriodude certaines especepar exemple, |
reproduction clonale des bactéries - et 'aspentithique de la formation des espéces.

Je présenterai ici troioncepts d’espécesle concept biologique de I'espece (BS
celui phylogénétique (PSC) et celui morphologigéela différerce des deux premie
concepts, le dernier ne définit pas I'espece commgroupe évolutif, le but étant de classer
les espéces sur la base de criteres morphologitmemémie). L'espéce morphologique
définie comme unmupe d’'individus partageant des critéres diaggass propres et qui sc
suffisamment différents morphologiquement d’auyesupes semblables. Cette définition
celle qui reste majoritairement utilisée, bien ¢a'ait été remise en cause notammeat
I'introduction du concept biologique de I'espece prayr (1942, cité par Coyne éxr, 2004)
et 'utilisation d'outils moléculaires pour identifier les espécesdgéinition des especes ¢
la base de différences morphologiques est en phetiproblématique pour les taxa ayant |
de criteres morphologiques distinguables, comméédeseries et certaines especes d’al
(Knowlton, 2000, ou lorsqu’il y a des différences trés importanentre individus d’un
méme espece, par exemple dues a unpolitante plasticité phénotypique ou a
dimorphisme sexuel. On appe#ispeces cryptiqueses especes qui sont, ou ont été, clas
comme une seule espece nominale sur la base deesrinorphologiques (Bickforet al,
2006). La présence d'espéces tigpes au sein d'une espece morphologique
généralement détectée en utilisant les outils mitdéres et/ou en testant I'interfécondité el
individus. Une étude morphologiqua posteriori peut parfoisrévéler des différence
morphologiques entre esgaccryptiques, et ces criteres morphologiques peldtee ensuit

utilisés pour identifier les especes en conditioatirelles (Bickfordet al, 2006 ;Knowlton,
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2000).

Le concept biologique de I'espécedentifie les espéces comme des groupe
popuhktions naturelles interféconds qui sont reprodupiemt isolés d'autres group
semblables (Mayr, 1942, cité par Coyne et Orr, 2004tilisation de ce concept biologiq
de I'espéce permet d’étudier I'évolution Barrieres reproductives, définies comra des
traits biologiques des organismes limitant les fiiexgenes entre individus de différents 1
(Coyne et Orr, 2004). Il faut souligner que la fation de nouvelles espéces espuncessus
dynamique, se traduisant par la possibilité de flux de gét@mme étape intermédiaire av
l'isolement reproducteur complet (Fig. 1.1). Lorsgla spéciation est en cours, il est |
difficile de se baser uniquement sur le critersal&ment reproducteur pour définir & partil
guelle étape les taxa étudiésupent étre reconnus comme de nouvelles espéqasutllétre
utile d'utiliser un critere subjectif, comme par eexple la présence d'un isolem
reproducteur « substantiel mais pas nécessaireroerlet » (Coyne et Orr, 2004).

Les généalogies de génespettent d’'identifier des groupes d’organismesgugan
un ancétre commun et donc une histoire communéémBiftsconcepts phylogénétiques ¢
'espece(PSC) ont alors été proposés en se focalisanttsstoire commune des individu
Ainsi, le premier concept définit I'espece phylogiégue comra un groupe irréductibl
basal, d’organismes qui partagent une relationcdiagance et de descendaneequi son
distincts d’'autres groupes semblables (Cracraft, 9168 par Coyne et Orr, 2004).
processs de spéciation du point de vue phylogénétique paat vu comme le process
evolutif par lequel les généalogies de genes paskepeu structurées a résolues, avec
groupes phylogénétiques dont la séparation estriamte (Avise, 2000 ; Coyne et Orr, 2004
Fig. 1.1 et Fig. 1.2). Pendant ce processus, legdyas reproductives sont essentielles ce
sont elles qui favorisent la séparation au courtethps des taxa phylogénétiques, en limi
les flux de génes. Lorsque deux taxa sont reprogiment isolés, les généalogies de ge
vont passer par des étapes successives de polyphuiis possiblement par une étape
paraphylie avant de montrer finalement une monaghgciproque a ce stade, les copies
genes dans chaque taxon sont pliteches phylogénétiguement entre elles qu’'avecdpges
de genes de l'autre taxon (Fig. I.1 et Fig. l.2¢p€ndant, la monophylie réciproque es
stade qui ne peut étre atteint qu’'aprés une lopgui®de de temps, qui dépend de la ti
efficace des populations (Avise, 2000) : méme ahgénce @ flux de génes entre taxa,
processus de dérive génétique et de sélection eflatun’éliminent que lentement

polymorphisme ancestral. Le concept phylogénétdgid’espece est critiqué en particulier
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« Etape » de spéciation

Etape initiale Spéciation compléte
0.0 000
e%00 00% 0 %006
Isolement ® 9gQ0e @)
reproducteur ® ! )
® 0000 O 000
Absent @ O..O Complet
génotypique a—— - = - - =
Unimodal Fortement bimodal
Séparation des
lignées
polyphylie polyphylie paraphylie monophylie réciproque
Cline géographiqu
ou écologique \ |L ‘
Peumarqué Abrupt

Figure 1.1: lllustration de la nature continue de la divergence lors du processus
spéciation.Deux populations sont représentées ici, en blem eert,depuis le début du proces:
jusqu’a l'isolement reproducteur complet. Sur cdigeire sont représentés différents aspect
divergence entre les populatiank) I'isolement reproducteur, qui évolue d’abgeisgu’a comple
(les individus sont représentés par des cercles loeolores indiquant les génotypes hybrides) ;
2) la distribution des fréquences de génes (reptéseici sous laforme de groupeme
génotypique, ouclustery qui devient bimodale lorsque la spéciation esmmeéte ; 3) la
représentation sous forme de réseaux d’haplotypesgitant de mettre en évidence la réter
de polymorphisme ancestral et 'apparition de rdleg mutations. Les points noirs indiquent
haplotypes ancestraux qui ne sont plus présentsrabaition de la polyphylie a la monophy
réciproque peut étre longue, malgré un isolemgmbricteur complet (voir Fig. 1.2)4) le cline
géographiqueou écologique des fréquences géniques, variapiedemarqué a abrupt. Un cli
géographique de fréquences géniques sera obsefed populations sont majoritairement
allopatrie, tandis qu’'un cline écologique peut &teservé si les populations odivergé sou
I'action de la sélection naturelle divergente. Fegmodifiée d’apres Nosdt al.(2009).
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car il est impossible d’atteindre la monophylieipéogue entre taxa pouousles genes d
génome d’autres évenements de spéciation auront profveie lieu avant, et de plus,
sélection peut préserver des alléles communs eak@ pour certains to. Des critere
subjectifs, comme pour le BSC, ont alors été definomme la présence de 50% de g
montrant une monophylie réciproque (Coyne et 019420

Depuis quelques années, la taxonomie traditionnetlasée sur les criter
morphologiques, tend a étre compléfge I'utilisation de courtes séquences d’ADN d
gene particuer pour caractériser les espéces et identifier depeces cryptiqu
(« barcoding », Heberet al, 2003. L'utilisation d'un seul critere (un seul genepse
cependant le probléeme de la généralisation a llebke du génome le gene considér
généralement mitochondrial, peut par exemple @wenss a sé€lection ou présenter des cc
nucléaires et ne pas refléter I'histoire de I'egpénais celle du gene (ex : Baanal, 2006;
Song et al, 2008. Quoiqu’il en soit, l'utilisation de phylogéniede plusieurs génes
'avantage de permettre d’étudier les aspects tigtes, géographiques et démographic
des processus de spéciation. En particulier, lggogénies degenes nous renseignent

'ancienneté de la divergence entre taxa.

Le PSC est généralement concordant avec le BSQulerdses especes sont
sympatrie, car le maintien de l'intégrité des ckaghylogénétiques dépend de I'importanci
l'isolement r@roducteur entre les taxa (pour une discussion @éiaillée des différenc
entre ces concepts d’espece, voir Coyne et Or#)2Q@ contraire n'est pas forcément vrai
des taxa peuvent étre complétement isolés reprigdonatnt mais ne pas constituasdcclade
monophylétiquesau début du processus de spéciat@inétre donc considérés comme
seule espéce sous le PSC ; I'évolution indépenddete clades phylogénétigues ménera
cependant a terme a une concordance entre PSC @t B& deux concepts pent
également étre discordants lorsque les taxa sont akopatrie stricte (sépar
géographiquement avec absence de migrams) taxa peuvent avoir suffisamment dive
pour étre considérés comme des especes phylogge®tidPSC) mais ne pas mon
d’'isolement reproducteur en conditions de laboratdi est cependant rare qu’il y ait u
absence totale de migramtsune absence d’isolement reproducteur lors de la Briscontac
artificielle, les barrieres d’isolement reproductetestent donc caidérées comir
primordiales dans le maintien de lintégrité desugres définis sur la base de I'histc

évolutive.
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Figure 1.2 : Forme générale des courbes de probali# de
phylogénie montrant un patron polyphylétique,
paraphylétique ou de monophylie réciproque por deux
populations en fonction du temps écoulé depuis leétut
de la divergence en allopatrieLe temps est représenté
fonction de la taille efficace des deux populatjoNg,. Le
scénario représente ici est un scénario de viaajdas deu
populations ayant une méme taille efficace. Figiliegpres
Neigel et Avise (1986), cité par Avise (2000).
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2. Modes de spéciation

Les modes de spéciation sont traditionnellemergséls selon le degré de diverge
géographique des aires de disition des taxa en formation, ce qui a I'avantdga faciliter
la représentation graphique (Fig. 1.3, Coyne et @004). On différencie ainsi kgpéciation
allopatrique, ou l'origine des différentes especes résulte 'deolution divergente d
populations qui sont géographiqguement isolées I'udle l'autre, de laspéciation
sympatrique, ou des barrieres reproductives entre individudu@nt a I'intérieur d’une seu
et méme région géographique. Ces deux modes deaspécse différencient donc par la
géographie et par la possibilité de flux de geneseeles taxa durant le processus
spéciation. Laspéciation parapatriqgue est un intermédiaire entre ces deux mode
spéciation : dans ce cas, l'isolement reproducéeoiue entre des populations tides aires
de distribution sont adjacentes et entre lesquéke®changes de génes sont possibles
limités. La spéciation par « divergence avec flux de geénesregroupe I'ensemble d
intermédiaires entre spéciation sympatriqgue et iapén allopatique et semble étre
processus de divergence le plus fréquent, avgoéleiagion allopatrique stricte (Fitzpatriek
al., 2009. Dans le processus de spéciation allopatriquejistmgue souvent selon la tai
relative des populations impliquées (Coyne et @B0Q4 la spéciation par vicariance de
spéciation par « bourgeonnement » (également appsgdéciation péripatriqueiunk et
Omland, 2003, Fid.3). Dans le premier cas, lisolement reproductéuplue apres |
division de l'aire de distriiion d’'une espece en deux nouveaux groupes isaésde taille:
importantes. Dans le second cas, I'un des nouvgeuxes est de taille bien plus réduite
I'autre : le plus petit groupe peut étre la consdge de I'isolement géographique d’une petit
population ou de la migration de quelques individeiss un habitat isolé.

Cette définition classique des différents modeskciation basée sur la géogray
est maintenant fortement remise en cause, bieriogjeurs majoritairement utilisée, efait
'objet de nombreuses discussions, comme illustaésdles principales revugsitant
d’évolution (voir notamment Schluter, 2001 ; Kirkpek et Ravigné, 2002Rundle et Nosil
2005 ; Butlinet al, 2008 ; Fitzpatricket al, 2008 ; Schluter, 2009).e premier probléme ¢
cette classification est qu’elle pose la questienlal relativité de la « sympatrie et de
I'« allopatrie » en fonction de I'échelle spatialéaquelle on se situe (Fitzpatriekal, 2008§.
C'est le cas, par exemple, des espéces qui sa#mes dans une méme région géographique

(sympatrie) mais qui sont adaptées chacune a wndgpsol particulier, donc présentant
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Spéciation allopatrique Spéciation Spéciation
parapatrique  sympatrique

vicariance  bourgeonnement

Population
originelle

Etape initiale
de la spéciati

Divergence et
évolutionde
l'isolement

reproducteur

Possible étape
de sympatrie

Figure 1.3 : Représentation schématique des modeg dpéciation en fonction d contexte
spatial : spéciation allopatrique (par vicariance & par bourgeonnement), parapatrique
et sympatrique. Les deux populations sont représentées en vert letee, les individus sol
symbolisés par des cercles (cercle bicolore : iddiwybride).Dans le cas de la spéciat
sympatrique, les fleches indiquent I'action dedbestion divergente. Une telle sélection f
également contribuer a la divergence en allopatieen parapatrie, mais n'est |
indispensable : I'action de la dérive et Pegition de mutations peuvent suffire pour qu’
ait évolution d’isolement reproducteur.
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aires de distribution non chevauchantes a petiteliec spatiale (allopatrie). Un exem,
souvent cité est le cas des palmiers de I'lle LBmve, que Savolainert al. (2006)
présentent comme un cas de spéciation sympatrggementant que les différents types
sol coexistent a une échelle géographique quirdétieure a la distance de dispersion
taxa.

Schluter (2001), Rundle et Nosil (200&)t proposé d’abandonner cette classifice
pour se recentrer sur les forces évolutives qui petmis I'évolution de lisolemer
reproducteur et qui contribuent & son maintien.shéciation écologiqueest @nsi définie
comme un processus de spéciation dans lequel datisél naturelle divergente mene
I'évolution d’isolement reproducteur. Alors que dpéciation avec flux de genes était
considérée dans les années 1970 en comparaisonaaspéciatiorallopatrique, les travat
pionniers réalisés sur les plantésthoxanthum odoraturat Agrostis tenuisont permis di
montrer que la divergence adaptative pouvait man&volution de barriéres reproductiv
les pressions de sélection étant ici la présendertdisants A. odoratunt Snaydon, 1970
Snaydon et Davies, 1976) ou de déchets minikrodoratumet A. tenuis. Antonovics e
Bradshaw, 1970). Ces travaux, ainsi que ceux pécents (théoriques : exGravilets,
2003, et voir pour revue des travaux empiriqueth@riques : Hendrgt al, 2007, ont pu
mettre en évidence le fait que la spéciation édgley peut étre un processus rapids
I'échelle de quelques générations, pouvant ainsi @bservée « en marchetandis que |
spéciation de a l'action de la dérive ou de mutations est gdement plus lente |
I'exception de la spéciation par changement chramdgue). L'importance de la diverger
adaptative dans les processus de spéciation estrdifjui largement acceptée par
commurauté scientifique, comme en témoignent des artidess numéros spéciaux sur
spéciation, en cette année anniversaire de Dare®n Evolutionary Ecologyde janvier
Sciencedu 6 février). Cependant, la sélection divergeatmme seule force évolutiverable
rarement conduire a une spéciatammpléte(voir pour revue Nosiét al, 2009. L'inférence
des processus passeés reste cependant parfoidlegifiotamment pour les processus
spéciation anciens (contrairement aux c#s ddoratumet A. tenuis.

Un deuxiéme inconvénient posé par la classificatis modes de spéciation
fonction uniguement du contexte spatial, est quecaetexte peut changer au cours
processus de spéciation : I'isolement reproducieut évoluer par exemple d’abord en
allopatrie puis étre complété en présence de flugahes. Comme évoqué par Butiinal,
(2008, Encadré l.1)'étude du processus de spéciation nécessiterelede en compte
contexte spatial (influant sur la migratiatjes forces évolutivesney ajoutant I'architectur
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Encadré 1.1 : Modes de spéciation, d’apres Butliret al. (2008)

Etape dans le processus de spéciation :

1) Initiation de I'isolement reproducteur intrinsex
2) Augmentation de I'étendue génomique de l'isoletme
3) Isolement reproducteur complet

Pour chaque étape :

Quel est le contexte spatial ?
Position dans un continuum, pouvant étre variahleaurs du temps
avec m = taux d’échange de genes

Sympatrie (m = 0,5)

Parapatrie (0 <m < 0,5)

Allopatrie (m~ 0)

Quelle est la force ou quelles sont les forces caiishnt a la divergence ?
Catégories non-exclusives et pouvant interagirepttes

Hasard (mutation, hybridation, dérive)

Sélection naturelle (écologie)

Sélection sexuelle ou conflit sexuel

Quelle sont les bases génétiques de 'isolement regucteur ?
Catégories non-exclusives et pouvant interagirepttes
Bases génétiques ou non-génétiques (plasticitéeafigsage)
Incompatibilité intrinsequgersusmal-adaptation
Mécanisme a un-gene, un-alléle et deux-alleles
Avec ou sans restriction de la recombinaison
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génétigue des taxa. Ainsi, une forte sélection rdmemte est nécessaire pour initier
différenciation en présence de flux de genes sotiets (sympatrie et parapatrie), tan
gu’en lI'absence de flux de genes (allopatria)divergence peut étre causée par la séle
(quelle qu’en soit l'intensité) ou par la dérivee processus de spéciation peut étre lon
donc l'importance de ces trois composantes (coatsgatial, forces évolutives, architect
génétique) et deelrs interactions peut changer dans le temps. Ajugha&tape de
spéciation, il est possible de déterminer I'impocerelative de la mutation, de la dérive

la migration et de la sélection divergente surdiétion des barrieres reproductives entre

taxa. La démarche préconisée par Butial. (2008) est présentée dans I'Encadré 1.1.

3. Evolution des barrieres reproductives

Définitions

L’étude de limportance des différentes barrieresadément reproducteur pern
d’identifier les forces eévolutives maintenatiintégrité des taxa. Une distinction «
généralement faite entre ldsmarrieres reproductives prézygotiques agissant avant
fécondation en diminuant la probabilité de formatia’hybrides, et lesbarriéres
reproductives postzygotiquesqu agissent apres la fécondation sur les génotygbades
(Encadré 1.2). Certaines de ces barrieres reprivaigcsont dites « écologiques quand Iz
sélection naturelle favorise la divergence en agisslans des directions opposées dar
environnement contrasté et fixant ainsi des alldiégrents (Schluter, 2001Coyne et Orr
2004 ; Rundle et Nosil, 2005). Les barrieres dit@®n-écologiques sont celles ou la chan
a joué un rdle important, comme par exemple I'aadation de différences paérive, ce qu
peut mener a de I'isolement par incompatibilité gaque (forme d’isolement gamétique non-
compétitif, voir Encadré 1.2). A la difféerence ddmrrieres reproductives écologiqt
(extrinseques), celles non-écologiques (intrinsejjgent inépendantes de I'environnem:
et se maintiennent lorsque les deux taxa divergeatgetrouvent au sein d’'un mé
environnement.

Les barrieres reproductives agissent de facon séiglile, comme des filtre
successifs (Encadré 1.2) : les barriéres pagitigues ne peuvent limiter que le flux de ge
résiduel des barriéres prézygotiques. De ce faittes choses étant égales par ailleurs, les
barrieres prézygotiques vont contribuer plus fodeinque les barrieres postzygotique

I'isolement reproducteur (Ramseyal, 2003).
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Encadré 1.2 : Barrieres reproductives pouvant limiter les flux de génes entre taxa

Les barriéres reproductives sont ordonnées suleamtordre séquential’action. Elles peuvel
étre intrinseques (non-dépendantes de I'environnemB ou extrinsequeqdépendante c
I'environnement, E) ou possiblement intrinséquésueextrinsequegl/E). D’'apres Coyne et O
(2004) et Rundle et Nosil (2005).

A. Barriéres d'isolement prézygotique, avant la rencomme des gameétes diminuent lg
probabilité de formation d’hybrides en agissantrava transfert du sperme ou du pol
entre individus de taxa différents.

a. lIsolement écogéographique(ou isolement par I'habitatE): les taxa sor
présents dans des habitats distincts dans une négoa, réduisant la probabili
de rencontres interspécifiques (absence de migratitre habitats).

b. Contre-sélection des immigrantdE) : les taxa montrent des préféren
héréditaires pour des habitats distincts. Il y dadmigration entre habitats, mi
les migrants sont contre-sélectionnés car ils s@tdaptés a leur nouvel habitaf.

c. Isolement comportemental(l) : absence dattraction entre individus de t
différents due a des différences comportementales.

d. Isolement temporel (ou allochronique) (E/I) les flux de génes entre taxa s
empéchés car ces taxa se reproduisent a des moutffstents, du fait d
différences environnementales et/ou de différegéestiques.

e. Isolement par pollinisateur (I/E) : chez les Angiospermes, les flux de génes «
taxa sont réduits par I'attraction différentiellesdpollinisateurs.

f. Isolement mécaniqug]) : Copulation ou pollinisation entre taxa empéchééadt
de l'incompatibilité des structures reproductives.

B. Barrieres d’isolement prézygotique, lors de la renantre des gameétes agissent apre
le transfert du pollen ou du sperme mais avardédaridation.

a. Isolement comportemental copulatoire le comportement de I'individu pelant
la copulation est insuffisant pour assurer la féedion.

b. Isolement gamétique non-compétitif(l) : faible transfert, stockage et viabil
des gameétes dans les structures reproductives emesllés hétérospécifique
absence d’attraction entre gap®thétérospécifiques, incompatibilité gaméti
intrinséque (la fécondation échoue lorsque les g@srentrent en contact).

c. Isolement gamétique compétitif (I) : les gametes hétérospécifiques ont
probabilité plus faible de fécondation lorsqu’ibyposgilité de compétition ave
des gameétes conspécifiques.

C. Barrieres d’isolement postzygotique diminuent la valeur sélective des hybrides.

a. Létalité des hybrides, intrinséque(l) : des problémes de développement cat
une létalité partielle ou compléete sdehybrides, indépendamment
I'environnement.

b. Stérilité des hybrides, intrinséque(l) : les hybrides sont stériles du fait
problémes lors du développement du systeme rept@aucu de la production d
gametes, indépendamment de I'environnement.

c. Contre-sélection des hybrides, extrinsequéE): les hybrides se développs
normalement mais ont une survie plus faible quénéisidus parentaux car ils |
peuvent pas trouver de niche écologique appropriée.
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Importance des différents types de barrieres repctides: comparaison entre groupes
taxa

Le nombre et le type de barriéres reproductives tses variables entre taxa, mais
tendances générales ont pu étre observéensi,Achez les animaux, les barrié
prézygotiques sont généralement contrélées pamuaeelgenes d'effets majeurs dans
premieres étapes du processus de spéciation, tgodides barrieres postzygotiques ¢
plutbt contrblées par de nombreux gen&dfets mineurs qui s’accumulent graduellem
(Coyne et Orr, 2004 Les taxa de plantes sont typiqguement séparédeparultiples barriére
reproductives avec des effets individuels limitgkitdt qu’'une seule barriere reproduct
d’effet majeur sur laréduction des flux de génes entre taxa, suggeraatl'tgsolemen
reproducteur complet est atteint aprés un nombigoitant de générationRieseberg ¢
Willis, 2007 ; Widmeret al, 2009. Cependant, la spéciation par polyploidie, avae
augmentation @ nombre de chromosomes, entraine un isolementodegieur quas
instantané et est fréequemment observée chez leteplaupérieures (Stebbins, 194A@ir
pour revue Soltiet al, 2004 et Rieseberg et Willis, 2007, et notammentds deSpartina
anglica, Ainoucheet al, 2004).La spéciation par spécificité de pollinisateur @galemen
généralement liée a quelques alleles d'effets majéRamseyet al, 2003 ; Schemske ¢
Bradshaw, 1999 ; Bradshaw et Schemske, 2003).

Les études réalisées chez legmébrés marins montrent que des patrons sinsla
ceux observés chez les organismes terrestres lmagrti a I'isolement reproducteur (ekig.
I.4). Par exemple chez les moulglytilus galloprovincialiset M. edulis I'hybridation es
limitée par de barrieres prézygotigues comme lisolement écoggduque, l'isolemer
temporel et de l'isolement gamétique ainsi quag des barriéres postzygotiques, ave
présence d’incompatibilité de Dobzhansky-Muller (DEncadré 1.3) (Biernet al, 2006.
Malgré une capacité de dispersion importante pendaphése larvaire planctonique, L
forte structuration en mosaique de la zone hybadété décrite chez ces taxa. Chez
macroalgues marines, la majorité des études deasip@cse sont cependant contrérs su
la description d’espéces cryptiques, a l'aide d@q@€nies et parfois de croisements tes
I'isolement reproducteur. Des études montrent cepende rbéle dans [lisoleme
reproducteur du systéme de reproduction chez [@xes dé-ucus(ex : Billardet al, 2005;
Engelet al, 2005 ; Coyeet al, 2007 tandis que d’autres suggerent la présence diiseré
temporel chez des algues vertes d’eaux tropic@lifsan, 1997. La présence de protéines
reconnaissance entre gametes jouant undale I'isolement reproducteur a égalemeni

montrée chez les algues rougeglaothamnion(Ryu et al, 2004). Ces étudaegisolement
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Figure 1.4 : lllustration de barriéres reproductives prézygotiques : (A

Isolement temporel. Distribution de fréquence de libération des gaméte
fonction des heures de la journée pour deux espé@eesorauxMontastraee
annularis et M. franksi: I'isolement temporel limite I'hybridation enttes txa,
bien que les gamétes soient compatibles. La iédbiiduite des gametes et |
dispersion contribuent a l'isolement temporel. késultats sont consistants er
sites (2 sites & Panama et 1 site aux Bahamag)reFdjapres Tomaiul@t al.
(2007) et Levitaret al.(2004). B) Isolement gamétique compétitif Exemple de
oursinsEchinometra oblong&t E. sp. C : le taux de fécondation interspécific
est élevé lorsque du sperme d’'une seule espépesssint (expérience sans cho
Lorsque le spermdes deux especes est mélangé en proportions lgaseeuf
ont une probabilité 2,5 a 4 fois plus importantéte fécondés par du sper
conspécifique que par du sperme hétérospécifiqoatrant que la précédence
sperme conspécifique est forte zhmes especes d’oursins sympatriques. Fi
d’'aprés Palumbi (2009).
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Encadré 1.3 : Isolement postzygotique intrinseéque

Le modéle d’incompatibilités de Dobzhansk-
Muller (DMI, également appelé modéle de Bateson-
DobzhanskyMuller) considére que lorsque les t:

A asbb divergent, des mutations responsa

: d’'incompatibilités interspécifiques peuve
Aabb asb s’accumuler au sein des génomes des différents tax

ABbb 2aBB de maniere mdepgndante. Ces mutations  re

“ AaBb ¥ compatibles avec lgénome ancestral mais devienr

incompatibles entre elles. Lors dun cont

secondaire entre les taxa, les DMI vont alors

traduire par une réduction de la valeur sélectigs

B. s O hybrides, alors que la valeur sélective des
parentaux n'est pas afféet Les DMI sont souvent

Aja aA, , . .

) résultat de mutations sur deux loci (FA). ou plus,

AA; AA; mais il est possible gu’'une seule mutation rendk
HAAS génomes incompatibles (Fig. B). La diverge

adaptative des taxa a différents environnements
favoriser I'apparition de DMI (Coyne et Orr, 2004).

Réarrangement chromosomiqu, montrant une per
de fertilité pour les hétérozygotes dbr produisen
50% de gametedalancés et viables et 50%
C. Translocation réciproque gamétes « non-balancés » et non-viables (Fig. C).
L'isolement postzygotigel intrinseque peut égalem
étre causé par des mutations de plus grande ampleut
les réarrangements chromosomiques et la
polyploidisation des génomes (Fi€). Ces
réarrangements en conditions hétégmgs, chez le
hybrides, entrainent souvent des peates lors de |
Hétérozygotes pourla méiose, causant la stérilité des hybrides, ouderta
translocation recombinaison, augmentant ainsi lelI{Rieseberg
2007,2001). Des réarrangements chromosomique
été montrés chez certaines espéces d’animaux
plantes (ex: les translocations robertsonienkies
musculus domesticpst les phénoménes de spécia
par polyploidie sont fréequemment observés che;
Gameétes Gametes plantes (estimations autour de 38% des
viables non-viables Angiospermes, Rieseberg, 2007), mais il est dié
' Tii de savoir si ces réarrangemestsit a 'origine de |
spéciation, s'ils contribuent a I'isolement reprotiwr
ou s'ils se sont accumulés alors que la spéciatiait
déja complete (Coyne et Orr, 2004).
Figures d’'apres Rieseberg (2007).
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reproducteur chez les macroalgues marines sontaldnellement peu nombreuses, ce qt
permet pas de déterminer lentributions relatives de Iisolement prézygo&quet
postzygotique et d’inférer I'importance des traisi cycle de vie sur les barrié
reproductives. Une connaissance détaillée de litapoe des différentes barrie
reproductives est cependant ymremiere étape nécessaire pour ensuite identifseforces

évolutives qui favorisent la spéciation et prédlissue d’'une possible hybridation en cours.

B. Régions d’étude des processus de spéciation

intérét des zones de transition biogéographiques

Les études des processus de spéciation en corsditatarelles peuvent étre réalis
dans des lieux tres variés. Que la spéciationtéiingtiée en sympatrie ou en allopatrie
coexistence en sympatrie de nombreuses especdwpradoujours téresse les biologiste
Un nombre important d’études se sont focaliséedesumécanismes ayant lieu dans les
et en particulier dans les archipels. La radiatidaptative -diversification a une variété
niches écologiques ayant entrainé dexgssus de spéciation rapides au sein d’'un gt
evolutif —est en particulier souvent liée a la colonisatiam habitat initialement peu peup
comme des iles océaniques ou des lacs (Graviletosis, 2008 Ces cas particulie
permettent d'étudied’importance de la divergence adaptative dans lescgasus d
spéciation. On peut ainsi citer 'exemple de I'apeth d’Hawaii qui abrite environ un tiers c
especes mondiales drosophila soit environ 800 espéces, qui semblent descetidre
seule espéce ancestrale ayant colonisé une ilellactent submergée (voZoyne et Orr
2004 pour revue). Ces especes montrent des différeécemgiques importantes et s

séparées par un fort isolement reproducteur.

L’étude des zones de transition peudlégent permettre d’étudier la spéciation st
nombreux taxa et inférer le rdle de I'histoire, ldegéographie et des traits d’histoire de
des espéces dans les processus de spéciatiorrebiffe terminologies ont été utilisées f

deéfinir ces régions. Legones de transition biogéographiquesont des régions ou
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nombreuses espéces terminent leur aire de distihutndis que legones de sutur sont
plus spécifiquement des régions geographiquestedtrau sont observés de nombr
hybrides dans des groupes de taxa tres variés €dwezt Howard, 2005 ; Hewitt, 2001e
point commun entre ces deux patrons consiste @afast bu’il s’agit de régions de transitic
entre assemblages de biota majeurs. dissontinuités phylogéographiquessontquant ¢
elles observées a I'échelle intraspécifique, etasactérisent par la présence au sein d’'un
de deux lignées divergentes, de distributions ggauques contrastées, mais ces lignée
sont pas forcément isolées reproductivement (Av2@0Q. Il a été montré que I
discontinuités phylogéographiques majeures, lesszbgbrides (ou zones de suture) et
zones de contact entre espése=drs qui ne s’hybrident pas sont souvent conentén:
des régions géographiques particulieres qui @eucorrespondre a des zones de trans
biogéographiques (Swenson et Howard, 2005 ; Hefd,1 ; Avise, 2000 La concordanc
entre ces différents types de zones de transitginliée au fait que les mémes facte
historiques peuvent avoir fagconres Iphylogénies intraspécifiques et les aires delmision
des especes. Ces zones de transition peuventaétentéquence d’'un contact seconc
entre taxa ayant divergé en allopatrie, ou corred@®@a un changement environneme

abrupt (écotone) ayant entrainé une divergenceepatrie.

En Amérique du Nord, une concordance géographigtre elusieurs zones hybrid
et zones de contact entre espéces-sceurs a étééenantmiveau de la zone de transition
biogéographique située entre la péninsule de Ketide continent américain chez les t
terrestres (Avise, 2000 Chez les animaux marins, la péninsule de Flomoastitue
€également une zone de transition biogéographiguiee déa province biogéographique
I'Atlantique, avec des taxa diex tempérées, et celle du Golfe du Mexique, avectabee
d’eaux tropicales. La concordance entre limitesirea et présence d’'une discontint
phylogéographique marquée chez plusieurs taxa magast des traits d’histoire de
varieés suggere que rtains facteurs historiques ont influencé de manismilaire le
distribution de ces especes ainsi que leur ardhiteayénétique. Ces facteurs historig
semblent étre liés aux cycles glaciaimg®rglaciaires s’accompagnant de variations
niveau de mers et de la température de I'eau. A ces prosesistoriques s'ajoutent |
conditions écologiques actuelles qui influencendikdribution des lignées, avec la prése

de masses d’eaux chaudes et froides de part eétel@el la zone de transition.
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Les études dans les zones de transition biogéogragmisuggerent que la spécia
allopatrique est largement majoritaire en milieuwrimat que ces régions sont principalern
des régions de contact secondaire. Les barries=seea a la dispersigeuvent étre d’origin
multiple et sont souvent liées aux variations dbadateur de I'eau lors des cycles glaciaires-
interglaciaires, provoquant I'apparition de tersergées et modifiant les isothermes
température. C’est le cas dans I'Atlantiquerdyen Floride, en Basse Californie et au niv
du Détroit de Bass entre la Tasmanie et I'Austrédaggs et al, 2008 ; Avise, 2000
Dawson, 2001 ; Waters, 2008D’autres barrieres passées aux flux de genes raoiris
évidentes et sont liées a la courantologie : (@alifornie) et/ou a des différences
température marquées entre masses d’eaux (exquafdu Sud) (Dawson, 2001 ; Teske
al., 2008. Les conséquences évolutives des barrieres parmdion dépendent a la fois dt
persistance temporelle et spatiale de la barriéaedéspersion (ex : barriére totalésthme de
Panama, ou « barriére poreuse » : Afrique du Sud).

Par une approche multidisciplinaire, alliant bioéogholéculaire et écologie ainsi g
géographie historique, I'étuddes zones de transition biogéographiques permetelds
I'histoire d’un taxa particulier et la présence m’'évenement de spéciation a I'histoire d’
région particuliére. Tandis que les différences @gigues passées et actuelles entre ré
biogéogaphiques peuvent agir comme pression de sélediiwmrgente, la présence d'u
barriere passée a la migration peut avoir favarise divergence en allopatrie entre les -
isolés. En milieu marin, les zones de transitioagbographiques ont été pripalemen
étudiées dans I'objectif de reconstituer I'histaénelutive d’un groupe d’espéces en fonc
des facteurs géographiques par une approche degelmgraphie ou de phylogénie. La
présence de nombreuses especes cryptiques a @rdédite chezes animaux marins,
dans les trois regnes d’algueBhaeophyceae (algues brunes), Rhodophyceae galguges
et Chlorophyceae (algues vertes) (Knowlton, 208@r rapport au milieu terrestre, les étt
de I'isolement reproducteur en milieu mariaitglans les zones de contact soit dans les :
hybrides, sont limitées a tres peu d’organismes etesd principalement invertébrés (z«
hybride en mosaique des mouldstilus galloprovincialiset M. edulis liée a un conta
secondaire entre taxa ayant divergé en allopéiierne et al, 2009, et sont pratigueme
inexistantes chez les algues. Ces zones sont pbuavéritables « laboratoires naturgls

pour I'étude des processus de spéciation en cbiemsift, 1988).
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Afin d’identifier les fateurs évolutifs et écologiques qui peuvent menedes
evenements de spéciation en milieu marin et clealfes brunes en particulier, je me
intéressée a une zone de transition biogéographapadisée dans le Pacifique sast La
région d'étude, et I'hémisphere Sud en général, faiit I'objet de peu d'étudesle
phylogéographie, en comparaison avec I'hémisphéyed NBeheregaray, 20P8Dans le:
deux parties suivantes, je présenterai les coraraiss relatives a la région d’étude et

especes modeles.

C. La zone d’étude : la cbte du Pacifique sud-est

La région d'étude, localisée entre 16°S et 42°3otg des cbtes péruviennes
chiliennes, se caractérise par la présence d'une dentransition biogéographique d
I'importance est discu&par les biogéographes. Tandis que I'histoireadeggiion est mz
connue et qu'il est difficile d’expliquer I'originde cette zone de transition, la concords
entre patrons d’abondance, de recrutement et dedegtion avec les limites d’aires
nonbreuses espéces suggere la présence de facteumeamentaux externes contribu

au maintien de cette discontinuité.

1. Caractéristiques des cotes chiliennes et péruviense

Le systtme du Courant de Humboldt est I'un des y&tesies marins les pl
productifs au monde. Il s’étend le long des coteitiennes et péruviennes, depliie de
Chiloé (41-43°S) jusqu’a la frontiére Péraguateur (4°S) (Fig. 1.5). Nous nous intéresse
plus particulierement a la région située entre 16¢8342°S. Ce systemdu Courant d
Humboldt se caractérise par un flux prédominantedes de surface d’origine subantarcti
en direction de I'équateur et par la présence aeszae résurgence d’'eaux de ssudace
froides (upwellings). Autour de 42°S, la « Dérive [lDuest» se sépare en deux courants
Courant de Humboldt vers le nord et le Courant @p Elorn vers le sud (Fig. 1.5). L
caractéristiques climatiques et océanographiquesates chiliennes et péruviennes seror

résumeées (pour revue, voir Montecietoal, 2006 et Thiekt al, 2007).
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Trois principales régions climatiques peuvent é&ligtinguées le long des co&
chiliennes (Fig. 1.5) et dépendent de l'influenetative de I'anticyclone du Pacifique Suc
des vents d'ouest. Au nord de 30°S, le climat estisride a aride, et sous linfluen
permanente de I'anticyclone du Pacifique Sud. EB8%S et 56°S, le climat est tempéré, ¢
une pluviosité toute I'année sous l'influence destsed’ouest. Entre 30°S et 38°S,
saisonnalité est plugarticulierement marquée, dépendant de la variddttudinale de I:
zone d’influence des vents d’ouest, apportant désigitations en hiver, et de I'anticyclo
du Pacifique Sud, provoquant des sécheresseslestiva

La température de surface deale (SST) montre un gradient latitudinal qui
considérablement moins prononcé que pour des laitsanilaires dans d’autres régions
monde (Latorreet al, 2007; Fig. 1.6). Le long de la cote chilienne, les mgmnces sor
faibles mais constantesi anord de 30°S, tandis qu’elles sont fortes maisosaieres entr
30°S et 41°S. Ce phénoméne de résurgence (upwedigigprovoqué par les vents souffl
en direction de I'équateur permettant la remonté@auk de sousurface, plus froides
riches @ nutriments. Les principaux centres de résurgeadeatifies le long des cot
chiliennes sont Antofagasta (23°S), Coquimbo (3@i8s précisément la Punta Lengua
Vaca) et Concepcion (37°S) (Fig. 1.6). Ces zonesasactérisent par un changement pbru
de l'orientation de la cote, favorisant les résaggs. Bien que le courant de Humboldt
globalement orienté vers le nord, le relachemestwdnts favorables aux résurgences
étre suivi par une inversion temporaire des cosrdet surface cd@rs, en direction du st
(Thiel et al, 2007).

Aux variations saisonniéres s'ajoutent des vamegionterannuelles liées a
evenements d’ENSO (EI Nifio Southern Oscillatiorg.dhénomeéne climatique global EN.
se présente sous la forme de deux périodes ayargffits contrastés : La Nifia et El Nifio
(Trenberth, 199y Sur la cote ouest de 'Amérique du Sud, le phémmenEl Nifio s
caractérise par l'arrivée d’eaux chaudes (températa surface de I'eau 3 a 5°C supérieure a
la normale) et pauvres entriments, une €lévation du niveau de la mer aljlasqu’a 20 cm
un affaiblissement des résurgences cotieres epluveosité supérieure a la normale su
continent (Fernandeet al, 2000) La Nifia correspond au phénoméne inverse, avec
intensificdion des résurgences cotiéres et un climat aridéestontinent. Les événements
type ENSO sont un élément important du climat depuimoins 130 000 ans (Tudhaieal,
2001) avec une activité continue, bien que variaelpuis 7 000 ans (Most al, 2002. La
fréquence et la sévérité du phénomeéne, ainsi quedension vers le sud, varient et ne ¢

pas prédictibles. Les périodes d’anomalies négafiizé Nifio) peuvent persister pendant
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Figure 1.6 : Caractéristiques thermiques des coéteshiliennes. (A) Variation
latitudinale de la température de surface de I{&&iT) moyene, (B) Principau:
sites de résurgence : permanents (fleches grisegcasionnels (ligne grise). L

localités frequemment mentionnées dans le texte isdiguées en encadré. (
Régions définies selon les régimes de résurgengere~d'aprés Fernandez al.

(2000) et Thiekt al. (2007).
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18 mois et sont parfois suivies de périodes La Nifzadis que le nord du Chili et le Pér
sont régulierement affectés par El Nifio, certav@néments sont ressentis egalement plt
sud avec des augmentations de température jusquiée@cion (36°S, Gracet al, 2009 et
des conséquences possiblement percues jusqu’enrcai@ (Turner, 2004 Les
changements climatiques liés a ENSO ont des coeséga sur les étres vivants terrestre
marins (Holmgrenet al, 2001 ; Castilla et Camus, 199Notamment, la limite d’'aire ¢
répartition d’'une espéce peétre modifiee par les événements El Nifio, commaestde ca:
dans I'hémisphére Nord, pour l'algue brune géaltacrocystis pyrifera(Hernandez-
Carmoneet al, 2001).

Les caractéristiques océanographiques actuellés cige chilienne sont le résultd
processus qui ont débutés avec I'ouverture du gasda Drake (entre les océans Atlanti
et Pacifique) et I'origine du systeme du CouranHdenboldt, évenements qui semblent a
eu lieu durant I'époque Tertiaire (entre -35 eB-fillions d’année selon les auteurs, v
pour revue Camus, 20P1Les conditions climatiques et de températurdeal ont montre
des fluctuations importantes depuis l'instauratience systeme, avec des patrons comp
de variation latitudinale de la zone d’'influence dents d’'ouest (ex : Lanst al, 2001; pour
revue voir Camus, 2001 et Latore¢ al, 2007. Les avanceées et retraits successifs
glaciers entre 41°S et 56°S, liés aux périodesiajtas et interglaciaires, ainsi que
mouvements tectoniquesnto fortement affecté la géomorphologie de cetteiorg
actuellement composée de nombreux fjords et flasamd le dernier maximum glaciaire, ce
région était recouverte de glace, a I'exceptiotadeartie orientale de la Terre de Feu (5t
et de la partie nord-ouest de I'lle de Chiloé (41fSulton et al, 2002 Fig. 1.7). Cette
situation contraste avec celle de la cbte situémad de 40°S, qui n'a pas été affec
directement par l'avancée des glaciers lors dusfééne. Cependant, les variations du
niveau des mers, des précipitations, et des temypésade I'eau et de I'air semblent av
provoqué des modifications importantes des biotass dzette région (Kimet al, 2002 ;
Romeroet al, 2006). Ces changements auraient été complexesmneok suggerent le
registres fossiles étudiés dans la zone de 23datés de 40000 ans, montrant la présenc
la fois d’especes tropicales et d’especes d’eaupéeées froides (Ortliedt al, 2003).

La zone autour de 41-43°S (ile de Chilo€) corredpdonc a la fois a une for
discontinuité environnementale (fjords. cbte linéaire), a une barriére physique mainte

par la séparation du courant de Humboldt et duasdwtu Cap Horn et a la limite nord de
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couche de glace lors du dernier maximum glaci&idtOn et al, 2009. Au contraire, dans |
région d’étude, entre 16°S et 41°S, aucune distcoitd majeure n’est observée, que ce
pour des criteres topographiques, océanographmuésstoriques. Des différences actue
existent mais sont présentes sous la forme de egradins discontinuité abrupte : «
gradients concernent en particulier la températigréeau, les précipitations,influence de:

evenements ENSO ainsi que I'importance et la sasdg des résurgences.

2. Biogéographie des coétes chiliennes

De nombreuses études de biogéographie ont étépaldur les patrons de distribut
des groupes floristiques et faunistiques marindoley des cotes tempérées Pacific
d’Amérique du Sud (voir pour revue : Camus, 206krnandezt al, 2000 ; et Thiekt al,
2007). En 2001, Camus a proposé trois unités bagrg@biques majeures : (i) Rrovince de
Magellan (PM) au sud, dominée par des especes subantarctiquastaettiques, (ii) i
Province Péruvienne (PP)au nord, donmée par des especes subtropicales et tempér
(iii) une Aire Intermédiaire (Al) au centre, caractérisée par une diminution desces
subtropicales et subantarctiques au nord et au mgpectivement, plutdt que par
superposition des biotas (Camus, 20BiY. 1.8). Deux zones de transition biogéograpes
séparent ces unités spatialeBune située entre 40°S et 42°S et l'autre, deinch@
importance, située entre 30°S et 33°S. Par la ,suitss deux zones de transit
biogéographiques seront appelées transition 42ft@retition 30°S, respectivement.

La discontinuité biogéographique 42°S est situéeniaeau de I'lle de Chiloé
correspond a la séparation entre deux environnemeoi different quant a leu
caractéristiques physiques, océgraphiques et historiqgues, comme vu précédemniégt
[.5-8). Cette discontinuité biogéographique seorete presque systématiquement chez tous
les taxa : invertébrés benthiques, poissons cdfrenmandezt al, 2000 ; Ojedat al, 2000)
ainsi que dans les trois réegnes d’algues marinesn€ses et Santelices, 2000).

En revanche, la zone de transition 30°S n’est pasrwée systématiqguement pour t
les taxa et sa délimitation géographique est plusef(3033°S). Ainsi, la discontinuité
trouverit aux alentours de 30°S chez les Phaeophycedrss 88A°S et 33°S pour I
Rhodophyceae, mais elle serait absente chez lesdphlytes (Meneses et Santelices, 3000

Chez les invertébrés benthiques, la localisationggphique de la zone de transit
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biogéographique varie selon les auteurs et les maes est généralement située entre 30
33°S (Thielet al, 200%. Il est intéressant de noter qu’une zone de itiangnarquée Situé
autour de 29-30°S a été décrite également poloria terrestre (Villagran et Hinojosa, 2005
séparant la flore méditerranéenne et tempBugeide au sud, de la flore xérophyte des z
semidésertiques et hyperarides au nord. L'aridité ad est due a la présence permanenti
I'anticyclone du Pacifique Sud et’'affet de barriere des Andes pour les vents vedar’est

(Amazonie).

3. Zone de transition 30°S : facteurs historiques etamtemporains

Une étude des patrons d’abondance des groupesoiomels et trophiques a mon
que la zone de transition 30°S{@ 30°S et 33°S) est percue differemment selogyleupe:
(Broitmanet al, 2001) : tandis gu’aucun patron clair n’est obégyeur certains groupes (ex
Cirripédes), d’autres groupes montrent un légedigrd latitudinal d’abondance (exlgues
éphémeres) et d’autres un changement abrupte 32°&8.-(moules). Chez les mou
(Perumytilus purpuratyset certaines especes de cirripedes (cirripedesnaivides Jehlius
cirratus et Notochtamalus scabrosysune discontinuité dans les patrons de recretdna
ensuite été montrée, autour des latitudes 32-3R&afreteet al, 2002 ; Navarretet al,
2005. Chez les algues, certaines especes de Rhodsphgtersent cette zone de transi
mais ne complétent pas leur cycle de vie au sudetle latitudesans doute a cause ¢
basses températures des résurgences durant l@iédét al, 1988. Cette zone de transitit
biogéographique semble donc étre aussi une zon&adsition écologique, percue [
différents organismes (invertébrés et alguesdit parce qu’ils y terminent leur aire
distribution, soit parce qu’ils y montrent une distinuité démographique (recruteme
abondance et reproduction).

Les deux régions biogéographiqgues PP et Al ne dont pas séparées par |
discontinuité environnementale marquée aux aleatder 30°S, mais par la présence d’'un
gradient s’étirant entre 30 et 33 degrés de latigwde Parmi les facteurs environnement
le plus marqué est la différence dans les régineevadiation des résurgences (Fig. 1.6)
tandis que les résurgences sont permanentes lesfdiéns la région PP, elles sont fortes |
saisonnieres dans la région Al (Mackes al, 200§. Les autres facteurs, comme
température de surface de l'eau et l'influence éesnements ENSO, formeun gradien

entre 18°S et 42°S, sans discontinuité importarhé( et al, 2007).
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Une étude récente de phylogéographie concernangattéropodeConcholepa:
concholepasa montré que cette espece traverse non seulemeandade transition située
30°S mais également celle localisée a 42°S sansremoaticune discontinuité génétic
(Cardenaset al, 2009. Cet organisme se caractérise par une capacitéispersior
importante, avec une durée de vie larvaire supériaurois mois. Ces résultats sdonc er
accord avec l'observation que chez les organismasng) la structuration génétique
souvent corrélée négativement avec la capacitéigferdion (Kinlanet al, 2005. Les
auteurs suggerent cependant que le patron phyloggitigue observéesait lié a ur
évenement d’expansion démographique datant de @D@&As, qui aurait pu « effacera
structuration phylogéographique préexistante. Aditmférer I'histoire de la région,
apparaissait donc particulierement intéressant aldranter cee étude a celles d’esper
ayant une plus faible capacité de dispersion.

Dans ce travail de thédes espéces de macroalgues brunkesssonia nigrescenst
Lessonia trabeculatant été choisies pour leur faible capacité de dispsion: ces espéce
sont plus susceptibles de montrer un signal phylogéograyque correspondant a la zon:
de transition biogéographique 30°Sque I'espéceC. concholepasLes deux espéces
Lessoniase différenciant principalement par I'habitat (ititkal et subtidal), la compasmn
des patrons phylogéographiques permettait d’infieredle de I'habitat dans la perception
cette zone de transition. Dans un deuxieme terapgxélsence de deux espéeces cryptique
sein del. nigrescen®n a fait un bon modele pour étudier lescessus de spéciation chez

algues brunes.

D. L'espece modele :Lessonia nigrescenset I'espec-

sceurLessonia trabeculata

1. Choix de I'espéce modeéle

L’espéce modele principale de mes travaux de tlzes#é le taxalLessonia nigrescens
Cependant, l'espece-sceulressonia trabeculataa été considérée comme élément
comparaison. Ces taxa étant dwstribués dans la région d'étude et leur distioal
taxonomique étant relativement récente (1986), si apparu important de considél
eégalement. trabeculatadans I'étude des processus de spéciation.

Lessonia nigrescenBory et Lessonia trabeculat®/illouta et Santelices sont de
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Encadré 1.4 : Présentation des espéces modéldsssonia nigrescenst Lessonia trabeculata

Taxonomie

Division : Chromophyta Famille :Lessoniaceae

Classe Phaeophyceae EspécesLessonia nigresceridory

Ordre : Laminariales Lessonia trabeculat¥illouta et Santelices
Noms communs L. nigrescens huiro negro, chascén

L. trabeculata huiro palo

Genre ded essonia Lessoniaest le seul genre de Laminariales qui soit prégeiguement dar
I’'hémisphére Sud (Chet al, 2006). Le nombre exadiespeéces reste incertain, notamment e
qui concerne les espéces habitant les fles subtigtes et la pointe sud du continentéxicain,
du fait de la variabilité morphologique importamtans ce genre et du nombre restreint d'ét
réalisées dans ces régions. En Amérique du Sualérfaere révision taxonomiqueéalisée avant |
début de cette thése faisait état de quatre espécesgrescensory, L. trabeculataVillouta et
Santelicesl.. flavicansBory etL. vadosaSearles (Villouta et Santelices, 1986).

Criteres de reconnaissance entre les deux esp&mass la région d'étude (16-42°S), seules
trabeculataet L. nigrescensont présentes (Fig. I.1ap'apres Villouta et Santelices (1986¢s
deux caracteres les plus importants séparant cesedpeces sont la présence de trales dans |
tissu cortical des frondes et des stipes et uriérdifce dans lenorphologie du disque, plus mas
et irrégulier ched.. trabeculataque chezL. nigrescensDans les populations naturelles, il
généralement possible de distingliernigrescendde L. trabeculatapar la couleur des frond
(brunvs. vertnoir) et par la morphologie des frondes, bien gaesdcertains sites particuliers
distinction soit parfois difficile (obs. pers.).

Habitats: Les deux espéces sont spécifiques de I'habdeheux exposé a semi-expode.
nigrescensest considérée comme une espéce de lintertidal (da & +1m), tandis queé.
trabeculataest présente généralement dans le haut de I'étdugiglal (jusqu’'a 30 m de profonde
mais peut étre observée également dans |'étagdidiaie(Villouta et Santelices, 1986 et ob
pers.).

Traits d’histoire de vie Les deux espéces Hessoniaétudiées présentent un cycle de reprodur
haplodiploide hétéromorphique, se caractérisant partefahnce d'une phase haplo

microscopique, le gamétophyte, et d’'une phase idiplmacroscopique, le sporophyte (Fig. ).1
Les sporophytes peuvent atteindre jusqu’a 6 medeedongueur et sont constitués de t

éléments : le disque de fixation, les stipes efri@sdes.La croissance s’effectue au niveau d

zone méristématique sée entre le stipe et la fronde. Cette zone sesalie facon dichotomiqt
au cours de la croissance, ce qui entraine uneenigtion du nombre de stipes et de frondes

disques d'individus proches peuvent fusionner late la croissance, rendant diffe

I'identification des différents individus sur lertain. Le nombre de stipes et de frondes par di

est variable, allant parfois jusqu’a plus de 5pestiau niveau du disque, chaque stipe étant re
et pouvant avoir plus d'une centaine de frondles. tissus végétatifs des frondes peuvent pas
I'état reproductif et produire des spores, lesussgeproductifs et végétatifs n'étant |
spatialement séparés. Le nombre de frondes magtifessurface représentée par les sores

variables selon les saisons, les sites et lesithgiv Les sporophytes peuvent surgiplusieur:
années (au moins plus de 5 ans), bien que des siémographiques seraient nécessams
estimer correctement les parametres démographideesespéces, tels glee survie, 'age a |
matuité ou le taux de recruteme

N
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especes de macroalgues brunes dominant I'habitheux du Pacifique suelst (Encadré I.
et Fig. 1.9). Ces deux espeatiffierentpar leur habitat, respectivement intertidal et islabt et
par leur aire de distribution (Fig. 1.10).: trabeculataest présente entre 12°S et 40°S (il
Chiloé), tandis qué. nigrescens’étend de 17°S a 56°S (Cap HorRaMmirez et Santelice
1991 ; Searles, 197.8Cependant, des doutes concernant la limite derth distribution de
deux especes existent car elle semble reculerleessd sous l'effet des évenements EN
(Martinez et al, 2003 ; Peters et Breeman, 1993 ; Castilla et Cari992), et des
interrogations subsistent quant a la présenceatnsdénce de chacune des deux espéces ¢
nord du Chili et au Pérou central (Villouta et Sdises, 1985 Etant donné les connaissan
actuelles,L. trabeculataet L. nigrescensemblent dondifférer dans leur perception de
zone de transition biogéographique 42°S puisquetraicement a I'espece intertidalg,
trabeculatatrouve sa limite sud dans cette zone. En revaramihene des deux especes
semble percevoir les discontinuités eomnementales de la zone de transi

biogéographique 30°S.

2. Importance écologique et économique de ces especes

Les Lessoniasont considérées comme des espéeces ingénisemsuJoneset al,
1994) jouant un réle majeur dans la structuraties étagesntertidal et subtidal rochet
exposes et semi-exposés (Hoffman et Santelicesy)19®s Lessoniaspp. forment d
véritables forétsgensuStenecket al, 2002 qui sont des zones d’habitat et de recrutet
pour de nombreuses espéces d’invertébrés (voiexample Vasquez et Santelices, 1984 et
Cancino et Santelices, 198€e sont également les principaux producteuragres par leu
biomasse et sont a la base de la chaine alimed&ifeabitat rocheux des cotes chiliennes.

Ces especes ont également une forte importance@gue, servant a produire des
alginates, polysaccharides qui sont notamment irdans la nourriture, les cosmétiques e
peintures (Encadré 1.5). La récolte ldessoniaau Chili se fait de deux fagcongn ramassal
les ndividus échoués sur les plages ou en extrayaettdiment les individus des populati

naturelles (Fig. 1.11).

3. Traits d’histoire de vie des deux espéces

Les processus historiques et contemporains quisgsbatigine de la distribution de

diversité génétique sont étroitement liés aux traits d’histale vie. Ainsi, la capacité
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Photo : C."Destombe

Figure 1.9 : Individus adultes de L. nigrescens(A) et de L. trabeculata(B). Ces
thalles mesurent entre un et trois metres.
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Figure 1.10 : Aires de distribution des espéces deessoniareconnues @ Amérique

du Sud. La limite nord de l'aire de distribution de nigrescenst del. trabeculata
n'étant pas clairement définie (voir texte), I'atte distribution est représentée par

ligne discontinue dans cette région. La localisatites deux zorse de transitiol
biogéographiques est indiquée par des fleches.
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Encadré 1.5 : Importance économigue dé.essonia nigrescenst Lessonia trabeculata

La récolte des macroalgues brunes chiliennes reqmed.0% de la récolte mondiale et
est constituée a 90% plarnigrescengtL. trabeculata soit respectivement 162 000 et 27 000
tonnes en 2006 (source : SERNAPESCA). Lessoniaspp sont principalement utilisées
comme source d'alginates, polysaccharides qui sot@mment inclus dans la nourriture, les
cosmétiques et I'industrie pharmaceutique. L'indasies ormeaux, nécessitant des individus
fraichement récoltés, reste pour I'instant margnaburLessoniaspp, Macrocystisspp étant
la principale source d’alimentation pour ces cealsufVasquez, 2008).

L'extraction deLessoniaspp par les pécheurs-collecteurs artisanaux stetfete deux
facons : (i) par le ramassage des individus quiose détachés naturellement et sont échoués
sur les plages, et (ii) par I'extraction directendividus dans les populations naturelles en
coupant le disque de I'individu ou en coupant kgges. Alors que le ramassage d’individus
échoués est une pratique ancienne, I'extractioecttirdes individus augmente depuis la fin
des années 90, suite a la pression des marchésatmeaux des alginates (Vasquez, 2008)
La culture deLessoniaspp, et en particulier de trabeculata a fait I'objet d’études (Edding,
et Tala, 2003) mais reste difficile a mettre en aeuv

La récolte delLessoniaspp s’effectue principalement entre 26°S et 32°8g(®h
d’Atacama et Région de Coquimbo), ce qui s’expligae les conditions climatiques arides
qui permettent le séchage des algues. La récditémdtée plus au nord par I'impact des
évenements ENSO sur les populationsLdesonia conduisant a des extinctions locales dg
populations.

Le systeme des Aires de Gestion et d’Exploitaties BRessources Benthiquésdas de
Manejo y Explotacion de Recursos Bentdnicparticulier au Chili, consiste a définir un plan
de gestion durable des ressources benthiques igpécéd une zone géographique donnée e
établissant un accord entre les pécheurs, orgaais&yndicats locaux, et les autorités. Ce$
plans de gestion concernent généralement des aspdoevertébrés a forte valeur
commerciale, mais peuvent inclure les especesadsoniacomme espéce principale ou
secondaire. L'augmentation de I'extraction direzxteependant amené les autorités chiliennes
a déclarer une interdiction de la récolte ldessoniahors des Aires de Gestion pour une
période de temps indéterminée depuis 2005 (SERNARESLes études scientifiques
recommandent de prendre en compte spécifiquemerkelps,Macrocystisspp etLessonia
spp, dans les plans de gestion et d'inclure deleggupur I'extraction directe des individus
dans les populations naturelles, afin de permddtreecrutement et le renouvellement deg
populations Vasquez, 200).

=}
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Figure 1.11: Récolte deL. nigrescenset L. trabeculata Les
algues échouées sur la plage ou récoltées paceastralirecte
sort d’abord mises a sécher (A) puis empaquetées (Bt
d’étre vendues a un intermédiaire (C). Les algoes snsuite
transformées en poudre, dont une grande propodina
exportée vers la Chine, le Japon ou I'Europe (emiqodier

vers la France), avant I'extraction des alginates.
L'algue au premier plan sur la photo A mesure envideux meétres de
longueur, les fagots sur la photo B sont d’enviromx150 cm.
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dispersion et la démographie des populations péentetle faire des hypothéses sur
patrons phylogéographiques des especes étudiéesitr®’ part, une connaissance des
caractéristiques du cycle de vie est essentielle géterminer les barrieres reproductives
contribuent au maintien de I'intégrité des takRans cette partie, les connaissances actt
des traits d’histoire de vie de ces deux espéaesisprésentées.

Caractéristiques générales du cycle de vie

Comme les autres espéces de Laminaridlesigrescenset L. trabeculataont un
cycle de vie haplaiploide hétéromorphe, avec une phase diploide oveopique (l¢
sporophyte) et une phase haploide miopgue (le gamétophyte) (Fig. 1.12). Ces esp
sont dioiques les organes males et femelles se développent dag individus
gamétophytiques distincts. La libération des gamétéles et leur attraction se fait
I'intermédiaire de phéromones produites par le daptgite femelle I(linning et Miller.
1978. Les phéromones étant produites en petites déantieffet d’attraction des game
males semble limité a de trés courtes distancegjtele comme inférieures au millimé
(Boland, 1983, cité par Reeat al, 2005. Le jeune sporophyte obtenu apres fécond:
germein situ, sur le gamétophyte femelle sans phase de dispelsirsque le sporophyte ¢
mature, des méiospores biflagellées sont prodaitesiveau des frondes (sores) et, dar
cas del. nigrescensrelativement fréquemment au niveau des stipesdyaset al, 1992.
Ces spores, libérées dans la colonne d'eau, sembétergenéral avoir une durée de

relativement courte, inférieure a 24 h (E. Martirem. pers.).

Une capacité de dispersion limitée

La principale phase de dispersion des Laminariadésffectuerait donc par
I'intermédiaire des spores, plutét que par l'intédiaire des gametes. Cette dispersion se
largement déterminée par les vagues et les courames uneforte proportion de sport
germant a proximité des parents (Gayletdl, 2002 ; Reeet al, 2005 mais voir discussio
de Billot et al, 2003 et Kusumaet al, 2006 en utilisant des marqueurs moléculaires)
distance de dispersion des spores sembl&ra a la morphologie des espéces et en paiit
a la stratégie de dispersion «distale » ou « prald ». les espéces dont les structt
reproductives sont situées a la base de l'indiggdproximales») semblerait montrer une pl
faible dispesion des spores que les espéces dont les strucemexsiuctives sont situées
'extrémité des frondes (« distales », Billet al, 2003. Les espéces distales, comr
Laminaria digitataet Pelagophycus porramontrent ainsi des distances de disperslamta
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Figure 1.12 : Cycle de vie hapl-diploide hétéromorphe des espéces du gerLessonia Photos:
L. nigrescensLe cycle comporte une phase haploide microscep{gamétophyte) et une phi
diploide macroscopique (sporophyte). Le sporoplpytaluit par méiose des spores au nivea
frondes. Ces spores sont libérées dans la colotesl &t constuent sans doute la princip:
structure de dispersion. La germination des spgwesa roche produit deux types de gamétoph
males et femelles. La dispersion des gamétes npédes étre considérée comme une étap
dispersion, mais elle s’effectuegbablement sur de faibles distances (inférieurendlimetre) : la
fusion avec le gameéte femelle est dépendante fletlde phéromones. Le sporophyte se dével
directement sur le gamétophyte femelle. La possibie parthénogénese existe en caoomit de
laboratoire, et on suppose qu'elle est le résutabe endoduplication du génome. Cependar
parthénogénese n’a pas encore été démontrée eitimmndaturelles (fleche en pointillés).
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jusqu’a quelques kilométres, tandis que cette wistast de quelques metres pour les es|
proximalesAlaria marginataet Postelsia palmaeformig/oir pour revue Billotet al, 2003et
Kusumoet al, 2006).

La dispersion entre habitats favdesb s’effectue probablement par la dél
d’individus reproducteurs détachés de la rocherehenés par les courants. L'importance
ce mode de dispersion par rapport a la dispersamrigs spores parait étre dépendante
capacité de flottaison dedalles. En particulier, la présence de structuredlatéaison
remplies d’air favorise la formation de radeaux tballes, comme par exemple pour
especes d&lacrocystisspp.: ces radeaux peuvent dériver sur des milliers itenktres e
libérer des spores dans la colonne d’eau (Retedl, 2005 ; Macayaet al, 2005. La
dispersion par thalle dérivant semble égalementrjaure réle primordial pour certain
espéces ne possédant pas de telles structuresttidésfin, comme par exempRostelsic
palmaeformigKusumoet al, 200§. Méme si la proportion de spores qui dispersegraade
distance est faible, ce mécanisme peut néanmoinsdegconséguences importantes pol
connectivité entre populations et pour la biogéplgimdes espéces (Kinlat al, 2005).

Les especes deessonigproduisant des spores sur toute la longueur deddmrelle:
peuvent étre considérées comme des especes @istdeedispersion distale. L’'absence
structure de flottaison chez ces espéces limiteaméms la dispersion par thalles flottants
ces especes n‘ont jamais été observeées dans kmuratiottantgprésents au large des cc
chiliennes (Thiel et Gutow, 20R4Cependant, il est fréquent d’observer des thaEhoue
sur des plages proches des populations natursliggiérant une dérive d’individus sur des
distances de I'ordre de quelques kilometres, eticpdier lors de tempétes (Rodriguez, 2003
obs. pers.). Une étude basée sur des marqueursgg@sedominants (RAPD) a montreé ¢
chez L. nigrescenda dispersion semble se faire majoritairementéd wourtes distances,
formant ainsi des groupes d'individus apparentamiffes), avec cependant des événemnr
probables de dispersion a plus grande distancegéfan et al, 2005. La vitesse d
recolonisation aprés un évenement de mortalité ineads populations de. nigrescengparait
tres lente (par ex.suite a El Nifio 1982/83 ou la recolonisation s&ffectuée a environ 3 k
par an Martinezt al, 2003 ; 25-300m par an suite a la contamingpianles métaux lourd
S. Faugeron, com. pers). A titre de comparaiddacrocystis pyriferaen Basse Californi
(Mexique) a recolonisé plus de 300 km de cbte emsiis (Reeckt al, 2005).

La présence de gamétophytes dioiques et de phaesnagissa sur de trés courts
distances chez les Laminariales rend nécessairectatement de gamétophytes méale
femelles a trés faible distance I'un de l'autre pqu’il y ait fécondation et recrutement
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sporophytes. Néanmoins, il a été montré que lesetgaphytes femelles de certaines esp
de Laminariales, donL. nigrescens sont capables de produire des sporophytes
parthénogenese en conditions de laboratoire, lalsggont en I'absence de gameétoph
males (Oppligeret al, 2007). Cela semblerait s’accompagner d’'une ehguication du
matériel génétique, le sporophyte étant diploidenRjue la présence d’individus parthéno-
sporophytes dans les populations naturelles nast §té encore démontrée, ce mécan
pourrait avoir des conséquences importantes pocapacité de colonisation de I'espéce
pour coloniser un nouvel environnement, il suffir@iors qu’un seul gamétophyte feme
recrute, sans qu'un gamétophyte male soit nécessairt présent a trés courte distanct
gameétophyte fmelle (millimetres), ni que les deux individus sdiematures au mén

moment.

Démographie des populations dessonia

Certaines données existent sur les patrons de eevent, de croissance et de survit
L. nigrescenspour des populations situées entre 26°S et 33°&tdlEaes et al, 1980;
Santelices et Ojeda, 1984 : Ojeda et Santelicé®} 1¥asquezt al, 200§. Cependant, ce
études ne s’intéressent que rarement a I'estimdgda valeur sélective des individus (par
une possible relatioantre la taille des individus et leur age ou ef#riille et la contributio
a la reproduction).

La majorité de ces études se sont concentreearaies latitudes 33°S et Z2°S el
les résultats sont difficilement extrapolables autfes régions diChili. Notamment, i
comparaison entre des sites situés a 20°S et @618 et 33°S permet de noter une
asynchronie latitudinale de la phénologie de laaepction: le pic de recrutement est situ
la fin de 'automne / début de I'hiver entre 33126°S, tandis qu’a 20°S ce pic se situe
décembre (été austral) (Camus, 1994 ; Vasater, 2008. Cette asynchronie pourrait é
liée aux différences climatiques et a une difféeenie saisonnalité de I'herbivorie. C
individus reproducteurs et descrues peuvent cependant étre observeés toute éatares le
populations (S. Faugeron et J. Correa, com. pers.).

Une forte mortalité a été observée pour le stadénjle, tandis que les individi
arrivés a maturité ont un taux de survie importaatsporophyte est pérenne, pouvant vi
plusieurs années avec plusieurs périodes de regroduS. Faugeron, com. pers. et ¢
pers.). Les individus deviennent matures entreX2ehois apres recrutement (Vasqeeal,
2008).

Avant ce travail de thésdes différences morphologiques et de phénologieat éte
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observées entre populations ldenigrescensmais aucune véritable comparaison n’avai
effectuée pour déterminer s’il s’agissait de ptatgti phénotypique, en réponse
I'environnement (rdiations UV plus importantes au nord, eaux plusudes...), ot
d’adaptation locale.

L. trabeculatamontre un pic de maturité en automne et un recreité principalemer
en automne et en hiver. Contrairemeiht aigrescensla croissance des individus aithsl es
limitée par la dégradation des frondes, amenarfbigad une croissance négativeala et
Edding, 2005 ; Vasqueet al, 2009. Des résultats récents montrent que la portiotisses
reproducteur et la production de spores chezrabeculataest inférieure a ce qui a é
observé chez. nigrescengVasquezet al, 2009. Le recrutement semble étre égalen
globalement plus limité que polr nigrescenst fortement variable entre localités (Vasquez
et al, 2008).

4. Information préliminaire concernant la phylogéographie de L.

nigrescenset L. trabeculata

Une étude préliminaire de phylogéographieLdenigrescenset L. trabeculataentre
19°S et 41°S avait été réalisée dans le cadre stage de Master 2 par Andrés Meyn
(2005). Afin de testerlypothése qu’a la zone de transition biogéograpdi80°S correspor
une discontinuité génétique, Meynard (2005) a sdtilirois marqueurs mitochondriaux
intergéniques non codants : atp8/trnS, trnW/trnkp81/rns, développés par Enget al.
(2008). Cs marqueurs ont été utilisés pour analyser un éitlbanage réduit d’une trentait
d’individus delL. nigrescengépartis sur 'ensemble de I'aire de distributidine analys:
populationnelle a ensuite été menée a l'aide duyugam montrant le polymorpdme le plut
important, a la fois en terme de substitution @és#rtion-délétion (indels)cette analyse

porté sur un total de 407 individus issus de 24ifans (1 a 33 individus par population).

Ces données préliminaires ont montré la préserioaedfaible différenmtion
génétique au sein de trabeculata avec deux haplotypes différents de part et dead#r Ie
zone de transition 30°S. Polr nigrescens I'analyse des marqueurs mitochondriau
montré l'existence d'une discontinuité génédqmajeure située autour de 30°S. D
groupes d’haplotypes ont ainsi été obseptésemblent montrer une divergence compara
ce qui peut étre observé entre especes différantesin du genreessonialMeynard, 200k
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L. nigrescensmontre globalement une diversité extraordinairenpdus forte comparée la
trabeculata avec une structuration génétique beaucoup plosopicée. Les objectifs de
thése ont été déterminés en prenant en compteésedtats. Les marqueurs utilisés
Meynard (2005) ponient cependant refléter I'histoire de la mitoathoe plutdt que
I'histoire des espéces. Il nous fallait élargirteettude en utilisant des marqueurs d’at
compartiments du génome. D’autre part, dans leocak. nigrescensserait effectivemer
congdituée de deux lignées fortement divergentes, ocentaapparaissait comme U
opportunité pour étudier les processus de spéciatitidvolution des barriéres reproducti
chez les Phaeophyceae, dans ce « laboratoire hatooastitué par la zone dentact entre
les lignées. Enfin, la comparaison entre nigrescenset L. trabeculata permettait d
reconstruire I'histoire de la zone de transitioodgographique 30°S et d’étudier I'importal

des traits d’histoire de vie dans la perceptiocette zone de transition.

E. Problématique de la these

L'objectif général de ma these a été d'inférer lesprocessus historiques €
contemporains qui sont a l'origine de la distributon de la diversité génétique chek.
nigrescens Ce projet de these s’integre dans le cadre du raatice International Associ
(LIA « DIAMS », regroupant les deux laboratoires impliqués), dontles programmes
recherche a pour but de réaliser une étude conngacd phylogéographie et de la disper:
de plusieurs espéces dangdgion d’'étude. Tandis que le premier chapitre eléeecthése <
concentre sur les processus historiques, le secbaditre présente I'étude des proce:
contemporains contribuant au maintien de la strattan observée. Pour répondre a
objectifs, Jai utilisé des approches différentes mais compléaiees, de biologie moléculai
(phylogénie et phylogéographie, génétique des abipals) et d’écologie expérimentale
conditions naturelles et contrblées). J'ai égalemdilisé une combinaison deffégrentes
échelles spatiales, allant de I'échelle des réginmngéographiques du Chili (480°S), ¢
I'échelle de la zone de transition (39°S) et a I'échelle des zones de contact (que
kilométres).

Le premier objectif de cette thése a été de recoitsier I'histoire évolutive de L.

nigrescensa l'aide d’approches de phylogénie et de phylogéogphie, en utilisant un
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combinaison de marqueurs issus des trois compartimgénomiques mitochondrial
chloroplastique et nucléaire. A l'aide d’'un échbmtinage important autour de la zone
transition biogéographique 30°S, j'ai testé la avdance entre cette zone de transition el
discontinuité génétique chez ce taeh j'ai analysé les processus démographiquesgm
étre a l'origine de la digbution de la diversité génétique observée entreS 1€ 40°S
L’espécelL. trabeculataa été utilisée comme élément de comparaigdin. de reconstruir
I'histoire de cette région et de déterminer I'imjamice des traits d’histoire de vie, les résu
obtenus ont été comparéseux d’autres especes marines chiliennes. Caittie gonstitue |
premier chapitre de ce manuscrit de thése.

La détection de deux lignées fortement divergemiessein del. nigrescensm’a
amené a suggérer la présence de depgces cryptiques, en se basant sur les phyloc
obtenues (concept phylogénétique de I'espaafeuxieme objectif s’est concentré sur |
processus de spéciation chez I'espéce morphologiduenigrescens en se focalisant sur li
région géeographique ou les deux espéces cryptiqussnt présentes (29-30°S)fin de
caractériser l'importance de lisolement reproducten conditions naturelles, jai tc
d’abord estimé les flux génigues entre ces espetes ensuite utilisé des approcl
d’écologie expémentale en conditions naturelles et de laboratafia d’identifier les
barrieres reproductives et les forces évolutivasligmées dans l'isolement reproducteues
hypotheses spécifiques testées ont été (i) la mrésae flux de genes limités en cdratis
naturelles, confirmant la présence despeces ques, et (i) I'action de barrier
reproductives extrinseques, liées a I'action deélection naturelle divergent€es objectif:
ont été testés en utilisant des approches respewivt de généfue des population
d’écologie expérimentale en conditions naturellgas; une expérience de transplantat
réciproques, et en conditions controlées, par wpereence de tolérance a un param
environnemental spécifique, la température et &gisnes de variation temporelle. Enfin, ¢
résultats préliminaires suggérant des mécanismesadengement du génome mitochonc
seront présentés, de par leur intérét dans I'éudprocessus de spéciation, comme pos
mécanisme d’isolement reproducteur, cheznigrescens L’ensemble de ces études
barriéres reproductives constitue le second cleagdédrce manuscrit de thése.

Enfin nous conclurons ce manuscrit de thése endist du statut d’espéce chez
taxa étudiés et de son importance paugéstion de la ressource naturelle. Nous dégag
également les éléments de cette these qui ont pelenmieux comprendre I'histoire de

région d’'étude et les processus de spéciationlesdzaminariales.

53



Introduction générale

54



CHAPITRE 1

ETUDE PHYLOGEOGRAPHIQUE :
COMPRENDRE LES PROCESSUS PASSES
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Chapitre 1

CHAPITRE 1. Etude phylogéographique: comprendre les

processus passés

Note : L'étude phylogéographiqgue deessonia nigrescengapproches multilocus
populationnelle) a fait I'objet d’'un article accapten cours de révision, dans la re

Molecular Phylogenetics and Evolutighnnexe 3.1).

A. Problématique

1. Phylogéographie: inférer les processus historiques ¢

contemporains affectant les espéeces

La phylogéographie, soulscipline de la biogéographie, est I'étude desqipes e
des processus qui gouvernent la distribution gédugae des lignées de2ges, au nivee
intra-spécifique et entre especes phylogénétiguementh@sofAvise, 2000). En étudiant
distribution spatiale des alléles et en reconsdnii¢es relations phylogénétiques entre ceux-
ci, la phylogéographie permet d’inférer les proasdsistoriques et contemporains ay
affecté les especes. L'analyse et l'interprétatites données nécessitent l'intégration
concepts de génétique des populations et de phjbgdais également de donn
intrinséques aux especes (ex : capacité deedigon, physiologie), et de connaissances
leur histoire (paléontologie) et sur l'histoire @eregion géographique étudiée (géogra
historique et géologie). La phylogéographie permiesi d'étudier la spéciation dans

contexte géographique et temporel.

Contrairement a I'approche classique de la phylagéiai théorie de la coalescer
utilise les généalogies de genes pour remonterldaemps et identifier 'ancétre commur
plus récent. En traitant des attendus statistigless relations istoriques entre lignées
genes en fonction des parameétres démographiquélsédaie de la coalescence perme
situer dans le temps les événements démographigagses, comme par exemple
évenements de vicariance ou une expansion démaguaptetdes évenements plus réce

comme la présence de contacts secondaires apatmNTEe.
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2. Phylogéographie et traits d’histoire de vie

Les trois hypotheses fondamentales de la phyloggbigg ont été présentées
Avise (1987) et sont reprises dans adré 1.1. La premiére hypothése concerne la pré
d’'une structuration géographique de la structur@égigue. Alors que les études
phylogéographie montrent des résultats congruemés a&ette hypothése, et notamm
'absence de taxa présent surnBemble du globe sans discontinuité génétiquege
hypothése n’est pas acceptée par tous les auteomns rfotamment Whitfield, 2005
L’hypothése 2 suppose que la capacité de dispejsi@ngénéralement un réle majeur dar
structure géographique despéces. Chez les invertébrés marins, la prés#noe phas:
larvaire planctonique, sa durée de vie et la pdiéide dérive des individus adultes sont
traits d’histoire de vie qui favorisent la dispersi lls sont généralement négativerr
corrélés avec la structure génétique (Palumbi, 199%al, 2002 Kinlan et Gaines, 2003
comme par exemple au niveau des zones de trandiimgeographiques de Califorr
(Dawson, 2001 ; Dawsoet al, 2002) ou d’Afrique du Sud (Teska al, 2006). La duke de
vie larvaire n’est cependant pas suffisante poterdéner le potentiel de dispersion d’t
espece, et il est important de prendre en comsetrits d’histoire de vie comme
comportement des larves.

Le potentiel de dispersion interagit égalemavec des facteurs environnement:
tels que la présence de barrieres physiques a dperdion (courants, gyres) et
physiologiques (température) actuelles et pasté&esas du gastéropodierita atramentosa
illustre bien I'importance de ces facteurs envirementaux (Watergt al, 2005) : cett
espece présente un fort potentiel de dispersiat ame phase larvaire planctonique de ci
six mois, et montre une absence de structure péglgrgphique entre les cotes australiel
et néo-zélandaisgséparées par plus de 2000 km (région du déteoBaks), ce qui est do
en accord avec I'hypothese 2 de phylogéographieg@e 1.1). Cependant, cette esj
montre une discontinuité phylogéographique mareundee I'est et 'ouest du détroit de Bass,
avec la présence d’'une zone de chevauchementlgmées relativement limitée. L'origir
de cette discontinuité est associée a la préseadertes émergées entre I'Australie e
Tasmanie lors des régressions marines qui onteaudendant les troiderniers millions
d’années, constituant ainsi une barriere a la dispe tandis que le maintien de ce
discontinuité est liée a la présence de couramtiaint actuellement les flux de génes e
I'est et 'ouest du détroit. Des especes sceursistofnliées et ayant donc été soumises
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Encadré 1.1 : Présentation des hypotheses de phydmmraphie et des corolaires,
d’aprés Avise (1987).

Hypothese 1 :
La plupart des especes sont composées de popslgtagraphiques dont les memk

occupent différentes branches d'un arbre phyloggmétintraspécifique = présence d't
structuration phylogéographique.

Hypothese 2 :
Les espéeces montrant une faible structuration giéggraphique ont des traits d’histc

de vie favorables a la dispersion et ont une adralidtribution caractérisée par I'absence
barriére a la dispersion.

Hypothese 3 :

Les groupesnonophylétiqgues séparés par une discontinuitéogiéylétique importan
sont généralement la conséquence de barrieresisdties aux flux de génes qui ont per:
pendant une longue période de temps. Trois coesl@iécoulent de cette hypothése :

0] Le degré de concordance phylogéographique entre eliffés généalogies de ge
augmente lorsque le temps écoulé depuis I'appard® la barriére aux fluse gene:
augmente : la différemmtion phylogénétique entre populations isolées udk
longtemps devrait étre observée pour de nhombrengsgeucléaires et cytoplasmiques.

(ii) Les positions géographiques des discontinuitésogiéylétiques sont concordasentre
especes co-distribuées.

(iii) Les discontinuités phylogénétiques intraspécifiquent géographiqueme
concordantes avec les zones de transition bioggbignaes décrites.
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mémes facteurs historiques peuvent également nmaldgsedifférences de structure généti
malgré un potentiel de dispersion similaira perception des barrieres (ou filtres) ¢
dispersion peut étre différantselon les tolérances physiologiques des espaceselor
I’habitat. Ainsi, probablement du fait de conditsoplus stressantes en intertidal, les esf
situées plus haut sur I'estran semblent montrer sineture génétique plus prononcée
celles situées en bas de I'estran (Marko, 2004),

Les études réalisées chez les invertébrés marinainsi montré que la distance
dispersion est souvent directement liee a la ddeéeie larvaire planctonique (Kinlan
Gaines, 2003) mais également que le portement des larves, la topographie et I'histdi
la région jouent un réle dans la structure génétigtraspécifique. Chez les algues, le non
d’études est plus restreint. Ces taxa sont géméeamle considérés comme de fait
disperseurs, conséquee de la durée de vie courte des spores et destgmr{Santelice
1990 ; Kinlan et al, 2005). Des structures geénétiques a petite échslatiale on
effectivement été observées pour une variété de tbant d’'une échelle de quelques me
(ex : algues rouges : Enget al, 2004 ; algues brunes : Kusurneb al, 2006) a plusieut
kilometres, probablement liées a des événementispgersion a longue distance @gues
brunes : Billotet al, 2003 ; Muhlinet al, 2008). Chez certaines especes diafj la capacit
de flottaison peut cependant favoriser la dispersioriongue distance et avoir pc
conséquence une structure génétique peu pronormgengméne de «rafting », ex
Durvileae antarctica Fraselet al, 2009 ;Macrocystis sp: Coyeret al).

Le long des cotes chiliennes, l'étude de la phybggéphie du gastéropo
Concholepas concholepa$oco) a montré I'absence de discontinuité phytmgaphique
associée aux deux zones de transition biogéograghigituées aux latitudes 30°S et 42°S
(Cardenaset al, 2009). Cependant, cette espéce est caractér@éeun®e capacité
dispersion tres élevée (phase larvaire planctonsgperieure a trois mois), et ce résultat
donc concordant avec I'hypothese 2 de la phyloggaige (Encadré 1.1Avise, 2000). Che
L. nigrescensune étude utilisant des RAPD a montré que laaitpde dispersion serait
contraire tres faible, avec une structuration emilfa a petite échelle spatiale et de re
évenements de dispersion a longue distance (Faugei, 2005). Cette espece, de par
faible capacité de dispersion, serait donc pluscenitble de montrer une structt
phylogéographique qué. concholepas

L. nigrescen®tL. trabeculatapartagent les mémes caractéristiques généralegcthi
de vie, ce qui pourrait suggérer une capacité sigedsion similaire alternance obligatoire «

phases, dispersion principalement par les sporbsenae de structures de flottais
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Néanmoins, plusieurs éléments suggerent des difféee entre ces deux
especemorphologiques, avec de possibles conséquencea siémographie et les flux
géenes entre populationgi) la différence de hauteur sur I'estran : ititkl versussubtidal, e
donc une possible différence de perception degdastenvironnmentaux (dessiccation
lumiére, notamment) ; (ii) la taille des populationenséquence de la difference d’hahitat
I'étage intertidal ou vit.. nigrescengentre +1 et m de profondeur) est réduit a un cor
de quelques meétres de largeur, tandis que I'étalgidsl ou vitL. trabeculataest plus larg
(entre 0 et -30 m de profondeur) ; (iii) les popiolas deL. nigrescensseraient plu
fragmentées que celles Hetrabeculata du fait des discontinuités de I'habitat (Thetlal,
2007) ; et (iy la capacité de dispersion par dérive des thakesblerait étre difféerente en
les espeécesil est ainsi plus fréquent d’observer parmi leguas échouées sur les plages
individus deL. trabeculataque des individus de. nigrescengobs. pers.)La libération de
spores par des thalles dérivant pourrait avoir poomséquence une connectivité f
importante entre populations de trabeculata La position sur l'estran, la taille d
populations et la possibilité d’évenements de d@pe a longue distance font que
trabeculataserait susceptible de montrer une structure pléggmphique moins prononc
quelL. nigrescensCependant, en comparaison a@econcholepada capacité de dispersi

de ces deux especes morphologiquelsedsoniareste tres réduite.

3. Importance de ['utilisation de différents types de marqueurs
moléculaires pour inférer I'histoire des espéces concordance

entre marqueurs

L’hypothése Xoncerne la concordance entre différents typesodeées, le degré «
concordance augmentant avec le temps écoulé dégpuseparation des populationse
premier d’entre eux concerne la concordance engirgueurs moléculaires (Encadré 1.1).
études de phylogéographie ont souvent été basé&eslesu marqueurs cytoplasmiques
mitochondriaux chez les animaux (Ballard et Rand, 2@dEhloroplastiques chez les plar
(Petit et al, 2005). L’hypothése de concordance entre marqueest que rarement testt
malgré la publication récurrente de revues critiqrecommandant I'utilisetn de plusieur
genes issus des différents compartiments génompuesnférer I'histoire d’'une espece (ex
Hare, 2001 ; Ballard et Rand, 2005 ; Kuo et AviX#)5 ; Baziret al, 2006).
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En particulier, il a été montré que l'utilisatidiun seul locs (mitochondrial ou autre
pouvait conduire a des conclusions erronées, egranf I'histoire du gene plutdt q
I'histoire de I'espéce. En effet, une discontingnétiqgue observée pour un gene donné
étre également expliguée par un processus criance ou de sélection divergente st
marqueur directement ou sur une région liee au nearg(effet autestop) ou encore pi
I'action de la dérive génétique (origine stochastiq La neutralité des genes mitochondri:
y compris non-codants, a notamment été remise esecg@Bazinet al, 2006). En effet, |
génome mitochondrial se caractérisant généraleraeat les animaux par l'absence
recombinaison, les effets de sélection sur uneepdd génome mitochondrial affecter:
I'ensemble de la métule (Ballard et Rand, 2005). Or, certains géniéschondriaux ayar
des rdles physiologiques importants, comme par pledans la respiration cellulaire, de 1
effets de sélection sont possibles (balayage #el&eallard et Rand, 2005 ; Baziat al,
2006).

En outre, du fait de la difféerence de ploidie et lderitabilité généralemel
uniparentale des génomes cytoplasmiques, les masjoatochondriaux et chloroplastigt
sont caractérisés par une taille efficace plus daiple les marqueurs clé@aires et sont dot
plus susceptibles d’étre fortement affectés pardémive génétique que les marque
nucléaires (Ballard et Rand, 2005). Ces marquegtplasmiques ont donc une plus gra
probabilité que les marqueurs nucléaires de montrex stucture phylogéographiqt
prononcée, soit d’origine déterministe (causéeupar barriére historiqgue aux flux de gen
soit d’origine stochastique (causée par la dérigrégjque sous l'effet du hasard) (Kuc
Avise, 2005 ; Irwin, 2002).

D’autre part,la dérive génétique seule peut provoquer une disuoté génétiqu
d’'origine stochastique, que ce soit pour des mangueytoplasmigues ou nucléaires.
probabilité d’occurrence d’'une discontinuité d’amg stochastique est augmentée poul
especes présentant une faible capacité de dispefisioco et Avise, 2005 Irwin, 2002).
Enfin, il a été montré théoriquement (ExcoffierRay, 2008) et vérifié expérimentalem
(Hallatschek et al, 2007) que la dérive génétique combinée avec deneéent:
dénographiques, tels que la fondation d’'une nouvetipytation, pouvaient aussi mene
une discontinuité génétique.

Afin de refléter I'histoire des espéces et non ecelle I'organite, ces autet
recommandent d'utiliser différents types de margsieindégndants. Les génom
chloroplastiques et mitochondriaux étant générahdnmus deux a transmission maternelle,

les marqueurs de ces deux organites ne sont péapendants, et I'utilisation de marque
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nucléaires s’'avere donc nécessaire. En particulesz les algues brunes oogames dont
parties led_essoniala mitochondrie et le chloroplaste ont été déardmme présentant u
hérédité maternelle (Motomura, 1990 ; Katb al, 2006), bien que de I'hétéroplasr
(présence de plus d'un type d’ADNitochondrial au sein d’'un méme organisme) ait
reportée chez l'algue bruficusserratusdans une région colonisée récemment par l'es
(Coyeret al, 2004).

En fonction des forces évolutives en jeu, les pitoes peuvent montrer des patr
différents selon les génes étudiés. Dans le cas dicagance, une structure phylogénétis
est attendue quelque soit le type de marqueuricliorgortance de cette structure dépenc
du taux de mutation et du mode d’hérédité. Le stdtime dans le ade la vicariance e
I'observation de monophylie réciproque pour tousrearqueurs (Avise, 2000). Dans le
d’'un scénario par péripatrie, suite a la colonisati’'un nouvel habitat ou a 'isolement d’L
petite population, il est plus probable d'alitedes arbres phylogénétiques montrant ¢
paraphylie (Fig. 1.1 de [lIntroduction) les haplotypes observés dans le nouvel he
constituant un clade emboité dans le clade forme lgm haplotypes de la populati
ancestrale (Funk, 2003). S'il y asamce de flux de genes entre populations, le sttidewe
ce scénario sera également la présence de moneptégiproque a tous les marque
rendant difficile la distinction entre péripatrievécariance. Dans le cas de ces deux scéni
'ensembé des marqueurs devrait montrer une discontinuitéétique, et la localisatic
géographique de cette discontinuité devrait étreamante entre marqueurs (Kuo et Av
2005). Le degré de concordance phylogéographigtre emarqueurs nous renseigne kur
temps écoulé depuis I'apparition de la barriera dispersion (hypothese 3i, Encadre 1.1).

Dans le cas ou les différents marqueurs ne serp@mtcongruents, deux types
processus spécifiques sont possibles : la séleetida dérive. Dans le catun effet de
sélection lieé & un marqueur particulier, par exemmh marqueur mitochondrial, plusie
genes peuvent étre affectés et montrer le mémeomapar balayage sélectif (ger
mitochondriaux) ou parce gu'’ils ont le méme modeédtabilité (g@es chloroplastiques). £
contraire, les génes nucléaires devraient montresignal phylogénétique discordant de c
montré par les genes cytoplasmiques. Si la dééwnetiue et la faible capacité de disper:
sont a l'origine d’'une discontinuité gétique (origine stochastique), il est trés implbé
qgu’il y ait une concordance géographique des disToites génétigues entre marque
différents (Irwin, 2002 Kuo et Avise, 2005). La comparaison entre diffésetypes d
marqueurs permet donc destthguer les différents scénarios a I'origine d’uiscontinuité

phylogénétique et d’inférer I'histoire des espéces.
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4. Apports et limites de I'étude préliminaire de phylayéographie de

L. nigrescenset L. trabeculata

L’étude préliminaire de phylogéographie #e nigrescens réalisée par Meyna
(2005), a montré la présence de deux lignées audsecette espece, avec une distribt
géographique semblant correspondre aux régionsbgrgphiqgues PP et Al (Fig. 1.8
I'Introduction). Cependant, cette é® a été réalisée a l'aide de trois marqu
mitochondriaux, et peut donc refléter 'histoire ldemitochondrie plutdt que I'histoire «
I'espece. Il apparaissait donc nécessaire de coenplétte étude a I'aide de marqueurs si
dans les autres compartiments du génomecléaire et chloroplastique et de teste
concordance entre marqueurs (hypothése 3i de lagénygraphie, Encadré 1.1).

L’échantillonnage réalisé par Meynard (2005) narptait pas non plus de concl
sur la localisation géogphique précise de la discontinuité phylogénéticardré les latitude
30°S et 32°S) et de tester la concordance avecotee zle transition biogéographic
(hypothese 3iii de phylogéographie, Encadré 1.h)pBrticulier, la structure de la zone
transition restait inconnue et il était importamt distinguer entre les trois cas suivants
une zone de transition abrupte, avec des lignéesll@patrie; (ii) une zone de transitic
graduelle, avec des aires de distribution des éigngajoritairement ll@patriques mai
chevauchantesou (iii) une zone d’hybridation entre les ligngesnséquence d’'un cont:
secondaire entre lignées ayant divergé en all@patrid’'un contact primaire dans le cas d’
divergence en parapatrie. Dans ce dernier cassuBi de [I'hybridation dépendra
I'importance de l'isolement reproducteur entre ligaées et cette zone hybride pourrait
Soit transitoire, soit permanente.

Les caractéristiques actuelles de la cbte chigph Introduction) semblant montr
des gradients environnementaux plutdt que desmliscites abruptesla région de transitio
entre les lignées pourrait étre plutét graduellalgupte, qu’il y ait ou non hybridation. ¢
peut également s’attendre a ce que cette régidradsition soitrelativement étendue, en
30°S et 32°S, correspondant ainsi a I'étendue dmme de transition biogéographique (30-
33°S, Camus, 2001) et a la discontinuité observaes dles patrons de recrutem
d’invertébrés (30-32°S, Broitmaat al, 2001 ; Navarretet al, 2005).

ConcernantL. trabeculata I'étude préliminaire de Meynard (2005) a monte
présence de deux haplotypes mitochondriaux audseitette espece. Néanmoins, le nor

réduit de sites et d’échantillons n’avait pas peruhe déterminer pcisément les aires
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distribution de ces haplotypes. En particuliermportance de la discontinuité chéz
trabeculataet la concordance entre celle-ci et celleLdaigrescensont des questions ¢
restent ouvertes. La comparaison des structurglgdographiques entre les deux esp
nous paraissait intéressante, afin de tester ltngs® de concordance entre esp
(hypothése 3ii) et de déterminer I'importance dais d’histoire de vie dans la perceptior

la zone de transition biogéographique (hypothese 2)

5. Objectifs spécifiques et approches utilisées

L'étude de la phylogéographie des deux espé@ssonia nigrescenst Lessonie
trabeculataa été réalisée pour répondre aux objectifs suivants

(1) Inférer I'nistoire démographique de I'espeet les possibles scénarios a I'oric
de la structure phylogéographique observée thamrescens

(2) Tester la concordance entre zone de transitionébig@phique 30°S (décr
autour de 30-33°S, mais discutée selon les auteetrsliscontinuité génigue at
sein del. nigrescens

(3) Déterminer la structure de la zone de transitioinfrer les processus actu
contribuant au maintien de la structure phylogéplgigue au sein dd..
nigrescens

(4) Tester la présence dune discontinuité phylogédgopge chez L.
trabeculataconcordante avec la zone de transition biogéoguaghi: er
particulier, tester I'hnypothese d’une structuresiniédiaire entre celles observ
pour C. concholepa®t pourL. nigrescensdu fait des différences dans les tr
d’histoire de vie.

(5) Inférer plus généralement les mécanismes pouvamtaétorigine de la zone ¢
transition biogéographique 30°S et sur les facteargribuant actuellement a s

maintien.

Pour répondre a ces objectifs, nous avons utilisgiqurs approches :

(1) Pour répondre au premier objectif, une approchetiloeis combinant de
marqueurs des trois régions génomiques a étééatifimur tester la concordar
entre marqueurs et différencier les possibles pmce (sélection, dérive

histoire) a l'origine de la structure phylogéograjpie del. nigrescenslans l'aire
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d’étude (14°$42°S). Nous avons choisi pour cela quatre marquese
différenciant par leurs taux de mutation et modéritabilité. Ces marqueu
sont : le marqueur mitochondrial atp8/trnSyégion intergénique chloroplastiq
de la RuBisCo et les régions intergéniques nudéalfS1 et ITS2 (Intern.
Transcript Spacers).

(2) Les objectifs 2 et 3 ont été realisés a I'aide darqueur mitochondrial atp8/trr
sur un échantillonnage plus importaque celui de Meynard (2005) (10
individus issus de 36 populations), en particulilems la zone de transiti
biogéographique. Cet effort d’échantillonnage arperde préciser la concordar
entre zone de transition biogéographique et digmoité phyogéographique et ¢
suggérer des mécanismes contribuant au maintiefa diéscontinuité chea..
nigrescensaspects qui seront développés dans le Chapitre 2.

(3) Enfin, I'importance des traits d’histoire de vierda perception de la zone
transition biogégraphique a été étudiée d’'une part en comparantddmnée
obtenues poutL. nigrescenset L. trabeculata et d’autre part en comparant t
résultats a ceux obtenus chez d’autres especesandeilong des cotes chilienn
permettant ainsi d’inférer pdu précisément les mécanismes historique

contemporains a l'origine de la zone de transibimgéographique 30°S.

B. Matériel et Méthodes

1. Choix des marqueurs

Les quatre marqueurs retenus ont été choisis denfac représenter les tr
compartimentsgénomiques présents chez les algues brunes (megléaitochondrial €
chloroplastique). En ce qui concerne le compartimmitochondrial, parmi les marquet
mitochondriaux récemment développés chez les Larmalea (Engelet al, 2008), trois
(atp8/trnS trnWi/trnl et rpl31/rns) avaient été analysésisuéchantillonnage de 29 individ
de L. nigrescenslors du stage de Master 2 de Meynard (2005). Lequear le plu:
polymorphe, atp8/trnS, a été retenu pour la sutteur le compartiment nucléaire,

marqueurs choisis sont les ITS (internal transcripgaicer 1 et 2), qui sont classiquen
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utilisés dans les études phylogénétiques des alguagré la présence de polymorphis
intra-individuel (ex : Laneet al, 2007, Laneet al, 2006, Yoonet al, 2001, Coyeret al,
2001). Enfin, pour le compartiment chloroplastiqlee,marqueur sélectionné est la réc
intergénique de la ribulose-1kisphosphate carboxylase/oxygénase (RuBisCo sp
classiquement utilisé dans les études de phylogétiez leslgues (Destombe et Dougl:
1991). Son polymorphisme au niveau intraspécifigaerelativement limité par son fait
taux de mutation (ex : Yoon et Boo, 1999 ; KraaGatry, 2000). Cette région naowdante
est située entre le genecS codant pour la petite sous-unité de la RuBis€te generbcL,
codant pour la grande sous-unité (chez les pldatesstres, ces genes sont sépatégene
rbcS est situé dans le noyau, tandis qbelL est dans le génome chloroplastique).
commencement de ce tralydes trois marqueurs ITS1, ITS2 et RuBisCo aviam#ja éte
utilisés dans des phylogénies d’algues brunesyamtides espéces Hessonia(Yoon et al,
2001 ; Laneet al, 2006).

Les quatre marqueurs utilisés se caractérisendeartaux de mutatiodifférents :
ITS2 et RuBisCo spacer sont généralement considéréame des marqueurs a faible tau
mutation par rapport a ITS1 et aux marqueurs maodhaux (par ex, chez les algt
brunes : Coyeet al, 2001 ; Yoon et Boo, 1999 ; Voisat al, 2005 ; Harvey et Goff, 2006
Engel et al, 2008), L'utilisation de ces quatre marqueurs prmonc de détecter d

processus ayant eu lieu a différentes échellesrdpsg.

2. Echantillonnage utilisé pour I'étude de phylogéogrphie

L’échantillonnage, qui gtend sur plus de 3000km de cbte pas toujoursefd@lcces
n'a été possible que grace a la collaboration dabmeux collegues de la P. Universic
Catodlica de Chile, de la Universidad Catélica deirtd et de la Station Biologique
Roscoff. Chaque @antillon consiste en un fragment de fronde préldaés une zor
méristématique (tissu jeune), nogproductive et sans épiphytes. Les échantillortséoé
essuyés avec du papier absorbant puis mis dansaletsavec du silica gel (desséch
jusqu’a extraction d’ADN. Pour I'échantillonnage He nigrescens28 a 33 individus ps¢
localité (sauf pour les localitées HCO : huit indive et CST 12 individus) ont ét
échantillonnés au hasard sur un transect delb00m de longueur de céte, en prélevan
fragment de fronde par individu. L'échantillonnaggprésente un total de 1045 indivic
répartis dans 36 localités distribuées entre 16°828S de latitude (Tableau 1.1). A
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d’inférer les mécanismes a l'origine de la zonet@msition biogéographiqueun effort
particulier d’échantillonnage a été réalisé endie latitudes 27°S et 33°S pdurnigrescens
(Fig. 1.1) L’échantillonnage de. trabeculataa été réalisé en plongée ou lors de me
basses de grande amplitude. L’échantillonnage septé ua total de 68 individus, provene
de 13 localités distribuées entre 14°S et 42°&tikeidle (Tableau 1.2 et Fig. 1.2)..

L’analyse multilocus dd.. nigrescensa porté sur un souwshantillonnage de 17
individus mais couvrant I'ensemble de la zone d'ét(tb42°S, soit 2 a 6 individus par s
sur les 36 localités, Tableau 1.1). L'analyse pafiohnelle del. nigrescensa été effectué
en utilisant seulement le marqueur mitochondripB&tnS sur I'’échantillonnage total de 1(
individus (Tableau 1.1).

L'étude de la phylogéographie Hetrabeculataa été réalisée en utilisant le marqu
atp8/trnS sur I'échantillonnage total de 68 indixdSept de ces individus ont égalemen
analysés avec les marqueurs ITS1, ITS2 et RuBig@2oes (Tableau 1.2Bien que notr
échantillonnage soit faible pour cette espéceayulee la quasietalité de I'aire de distributio
supposée de I'espece, allant du Pérou a l'lle de€entre 14°S et 42°S, Fig. 1.2).

Nous avons inclus dans les analyses des séguenoesnant d’autres espéeces
Lessonia L. flavicanset L. vadosa qui ont une aire de distribution restreinte au de
'Amérique du Sud (47-56°Se¢f. Fig. 1.10 de ['Introduction). Nous avons obtenus
séquences de chacun des quatre marqueurs utieésdeux individus dd.. flavicans
(sites Lfla-FBA : 53°35’S / 73°41'0O et Lfla-ELI :48319'S / 71°37°0) et un individu dke.
vadosa(site Lvad-FBA : 53°35'S / 73°41’0).

3. Obtention des données

Les protocoles d’extraction d’ADN, d’amplificatioat de squencage utilisés sc
détaillés en Annexes 1.1 et 1.2. Le séquencagandegueurs nucléaires ITS1 et ITS2
révélant particulierement difficile, I'existence uth polymorphisme intraadividuel a éte
suspecté. Les séquences qui présentaient des disulesture ont alors été éliminées du
de données. L’ADN de cing individus provenant deal€s proches de la zone de transi
biogéographique (SLDN6, CAR1, TBL2, PTLM2Z, PTAL3) a été cloné afin de veérif
I'existence d’'un polymorphisme de séquence et deraner si ce polymorphisme intra-
individuel était d0 a de I'hybridation entre leditgs localisées de chaque c6té de la trans
biogéographique. Le principe du clonage bactérgrdénsérer un fragment d’ADN dans
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Tableau 1.1. Localisation géographiqgue des sites hantillonnés pour [I'étude
phylogéographique delL. nigrescens Le nombre d’individus analysés (N) par site etiqpchaque
marqueur (atp8/trnS, RuBisCo spacer, ITS1 et IT&R)indiqué. Pour I'analyse populationnelle
utilisant atp8/trnS, le nombre total d’individusatysés par site (Nra.), ainsi que le nombre
d’individus analysés par sequencagegdNet par SSCP (Ncg sont precises. MNra. est différent de

la somme de Mqet Nsscpcar chaque profil SSCP a été vérifié par séquencgag

Site Abréviation Coordonnées N N N N Analyse populationnelle
d’échantillonnage (Latitude/ atp8/ RuBisCo ITS1 ITS2 (atp8/trnS)
Longitude) trnS spacer

NrotaL Nseq Nsscp
Qda Mollendito QMO 16°58'S / 72°07'0 0 0 0 0 30 2 03
llo-Peru ILO 17°37'S /1 71°20'0 5 5 1 2 0 - -
Qda Camarones QCA/CAC 19°11'S/ 70°16'0 4 2 0 2 30 2 30
Pta Pichidalo PCH 19°36'S / 70°14'0 2 2 2 2 29 3 27
Pta Patache PAT 20°48'S / 70°12'0 2 2 0 0 28 3 26
Pta Coloso CcoL 23°46'S / 70°29'0 5 5 0 1 30 5 30
Pan de Azucar CHA/SLD 26°09'S / 70°40'0 5 5 2 1 29 2 28
Morro Copiap6 MocC 27°12'S / 70°57°0 5 5 2 1 30 5 30
Cta Pajonal PAJ 27°41'S / 71°02'0 3 3 2 2 30 3 30
Carrizal Bajo CAR 28°04'S / 71°08'0 5 5 2 3 30 5 30
Huasco HCO 28°27'S/ 71°13'0 5 5 2 2 8 5 8
Aceituno ACE 29°03'S / 71°29'0 5 5 1 2 29 29 0
Choros Norte CHN 29°15’'S / 71°27'0 2 2 2 2 30 2 30
Choros Sur CHS 29°21'S / 71°19'0 5 5 3 3 30 5 30
El Temblador TBL 29°28'S/ 71°18'0 2 2 0 0 33 2 33
Isla Péjaros (ile) IPA 29°35'S/ 71°31'0 5 5 2 2 30 30 0
Arrayan ARY 29°41'S / 71°19'0 2 2 1 2 33 3 33
Teatinos TEA 29°49'S / 71°17'0 5 5 1 2 30 5 30
Coquimbo-Cruz Ccoz 29°57'S / 71°21'0 5 5 1 2 28 28 0
Totoralillo OTO 30°04'S / 71°22'0 4 4 1 2 30 5 30
Guanaqueros GUANA 30°11'S / 71°27'0 2 2 2 2 32 3 32
Tongoy TON 30°14'S / 71°29'0 2 2 2 2 30 2 30
Pta Lengua de Vaca 2 PTLV2 30°15'S / 71°38'0 4 4 1 2 30 30 0
Cta San Lorenzo CSLO 30°20'S / 71°40'0 2 2 0 2 0 6 -
Rio Limari RLI 30°44'S / 71°42'0 3 2 2 3 29 29 0
Pta Talca PTAL 30°55’S / 71°40'0 5 5 2 2 31 8 31
Los Molles LM 32°14'S / 71°31'0 2 2 1 2 33 2 33
Montemar MTM 32°57'S/ 71°32'0 2 2 2 2 33 12 33
Curaumilla CURAM 33°05'S / 71°43'0 5 5 2 2 30 16 30
El Quisco QuIS 33°23'S/71°42'0 2 2 2 2 30 18 14
Las Cruces LC 33°30'S / 71°38'0 2 2 2 2 30 16 27
Matanzas MAT 33°57'S / 71°52'0 2 2 1 2 30 8 25
Pichilemu PICHI 34°23'S/ 72°01'0 0 0 0 0 30 19 14
Constitucion CST 35°19'S / 72°25'0 2 2 0 0 12 12 0
Concepcion CONCE 36°30'S / 72°54'0 5 5 2 2 28 27 5
Mehuin MEH 39°25'S / 73°12'0 5 5 2 2 30 30 0
Pucatrihue PUC 40°32'S / 73°43'0 2 2 2 2 30 30 0
Pta Guabuln (Chiloé) GBN 41°48'S / 74°01'0 4 4 2 03 30 0
Total L. nigrescens 38 sites 127 124 52 66 1045 434 729
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Figure 1.1 : Localisation des sites d’échantillonrge deLessonia nigrescenpour I'étude de phylogéographie.
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Tableau 1.2. Localisation géographiqgue des sites hantillonnés pour [I'étude
phylogéographique delL. trabeculata Le nombre d’individus analysés (N) par site aimpchaque
marqueur (atp8/trnS, RuBisCo spacer, ITS1 et IT&R2)indiqué. Pour I'analyse populationnelle
utilisant atp8/trnS, le nombre total d'individusadyses par site (Nra.), ainsi que le nombre
d’individus analysés par sequencagegdNet par SSCP (Ncg sont préecises.

Site d’échantillonnage Abréviation Coordonnées N N N N Analyse populationnelle
(Latitude/ atp8/ RuBisCo ITS1 ITS2 (atp8/trnS)
Longitude) trnS spacer
NroraL NSEQ Nsscp
Bahia Mendieta — Pérou Lt-MEN 14°03'S / 76°18'0 0 0 0 0 1 1
Trumpa del elefante — Pérou Lt-TRU 15°23'S | 7509’ 1 1 1 1 1 1 0
Cabafias Lt-CAB 20°18'S / 70°08'0 1 1 1 1 1 1 0
San Marcos Lt-SM 21°07'S / 70°07°0O 0 0 0 0 4 1 4
Pan de Azucar Lt-PA 26°09'S / 70°40'0 0 0 0 0 1 1 0
Huasco Lt-HCO 28°27'S / 71°13'0 1 1 1 1 29 1 29
Isla P4jaros (ile) Lt-IPO 29°34'S / 71°31'0 0 0 0 0 1 1 0
Coquimbo Lt-COQUI 30°00'S / 71°25'0 0 0 0 0 14 1 14
Totoralillo Lt-OTO 30°04'S / 71°22'0 0 0 0 0 1 1 1
Tongoy Lt-TOY 30°14'S / 71°29'0 1 1 1 0 1 1 0
Algarrobo Lt-ALGA 33°21'S / 71°40'0 1 1 1 1 10 1 10
Pta Estaquilla Lt-EST 41°23'S | 73°44'0 1 1 1 1 1 1 0
Ancud (lle de Chiloé) Lt-ANC 41°48'S / 74°01'0 1 1 1 1 3 2 1
Total L. trabeculata 13 sites 7 7 7 6 68 14 55

Lt-MEN
Lt-TRU
Lt'CAB — 20°00'S
Lt-SM

— 25°00'S
Lt-PA
Lt-HCO
Lt'IPO | 300 OO,S
Lt-COQUI
Lt-OTO
Lt'TOY - 350 OO’S
Lt-ALGA
Lt-EST s | 40700
Lt-ANC =

— 45°00'S

Figure 1.2 Localisation des site
d’échantillonnage deessonia trabeculata
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vecteur (plasmide) pdigation et de transférer le tout dans des bagé@endues compétent
La ligation a été réalisée avec le kit de clonaggENM-T Vector System (Prome
corporation, Madison, Wisconsin, Etadlisis). Le vecteur utilisé est un plasmide partiex
contenat un géne de résistance a un antibiotique, ionpi@illine. De plus, ce plasmide ¢
ouvert au niveau du gemgalZ, codant pour la betgalactosidase. La ligation du vecteur a
I'insert au niveau du gengalZ a été réalisée en suivant les indicatidosfabricant. Le
plasmides ont ensuite été incorporés par choc iqaem(90 sec. a 42°C) dans des bactt
Escherichia colirendues compétentes. Les bactéries ont été cudtipérdant une heure
37°C en milieu nutritif de Luria et Bertani (LB) isuetlées sur des boites de Pétri conte
du LB gélosé, supplémenté avec de I'ampicillineOd§/mL), du Xgalactose (2%) et ¢
'IPTG (0,2 M). Apres une nuit a 37°C, les colonieactériennes présentant l'insert ont
repiquées et mises en culture dansrdlieu LB supplémenté en ampicilline pendant ung
a 37°C. La présence d'IPTG (un inducteur de I'opélactose) et de Xal (galactosid
chromogene) permet de contrdler les bactéries ayanitpore le plasmide recombinardans
les bactéries non recombinantes, le ggakZ est exprimé et les colonies bactériennes
bleues. Au contraire, les bactéries possédantasnptle ayant incorporé l'insert d’ADN ¢
un genegalZ inactif et les colonies resteront blanches. La@née de I'insert a égalemeité
vérifiée par PCR. Les plasmides contenant I'ineattensuite été purifiés suivant le protoc
de mini-préparation d’ADN plasmidique de Sambroek al. (1989), et les produits ¢
purification ont été utilisés pour la réaction éguencage.

Le jeu de données populationnel a été obtenu en contbilean méthodes c
séquencage direct et d’'analyse du polymorphismeatdormation simple brin (SSCP
Single Strand Conformation Polymorphism). Cettehnéé permet d’'identifier les mutatio
qui affectentia conformation de ’ADN simple brin en faisantgrer les produits de PCR ¢
un gel d’acrylamide non dénaturant (Getial, 1997 ; Sunnuckst al, 2000). Cette méthoc
avait été préalablement mise au point par M. VaesiA. Meynard chetessonia nigrescens
(protocole présenté en Annexe 1.2). Des haplotgégs séquencés ont été utilisés cor
marqueurs de profil dans chaque gel SSCP. Afinaldier la fiabilité de la méthode, no
avons séquencé au moins deux individus par pr&CE et par popation, lorsque c’éta
possible. La plupart des profils SSCP (14 sur I8jespondaient a une séqguence uni
Pour deux des trois profils restants, un cribladditionnel des individus a été réalisé
RFLP (polymorphisme de longueur de fragments eriction ou Restriction Fragme

Lenght Polymorphism) au moyen d’enzymes de resgiricLes difficultés pour distinguer |
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profils dans le sud de la zone d’étude nous ontnéndepréférer la méthode de séquen

pour les individus de ces populations.

4. Analyse des données

a) Alignement des séquences et polymorphisme desejoarqueurs de I'approc

multilocus

Les séquences ont été alignées avec Chron&a®1lv (McCarthy, 1997) et ¢
alignements de séquences ont été construits avaalMy|Corpet, 198). Nous avons ajou
au jeu de données des séquences provenant deelalbatonnées GenBank pour un a
individu de L. flavicans provenant des lles Malouines (sit61°43'S / 57'54’0, n'
d’accession : AY851543 pour RuBisco et AY857900rpdis1-ITS2)et pour un individu d
L. corrugatg espece présente uniqguement en Tasmanie: (di1€52’'S / 148°18'0O, n
d’accession : AY851545 pour RuBisCo spacer et AYBEY pour ITSIMS2), séquence
provenant de Lanet al.(2006). Les analyses ont été effectuéesasidérant uniguement
région intergénique pour les marqueurs ITS1 et ITRfur atp8/trnS, le fragment consid
est composé de 13 paires de bases (pb) de la padiegeneatp8 de la région intergéniqt
atp8/trnS et de 23pb de la partie 5’ du géné&. L’alignement du RuBisCo spacer consis
en 198pb du genebcl, de la région intergénique de la RuBisCo et de hadip génabcS
Pour chaque marqueur, nous avons calculé le nodebsées polymorphes)(en considérar
uniquement les substitutis de nucléotides. Le nombre de sites avec un mopmsme de

type insertion-déletion (indel) a également étéwdal

La diversité géniqueH) a été calculée pour chaque marqueur. Cet inditeléfini
comme la probabilité que deux alleles ou haplayyprés au hasard dans un échantillon sc
différents (Nei, 1987) et est calculé selon |a folen

=" (-3 )

avecn le nombre d'alleles ou haplotypes dans I'échantilet p; la fréquence du éme

haplotype. Cet indice a été calculé avec le lobfsitequin v 3.1.1 (Excoffieet al, 2005).
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b) Analyses phylogénétiques du jeu de données mulsloc

Les indels des jeux de données ITS1, ITS2 et RuBis@acer n’apportant p
d’'information phylogénétique, ces sites ont ét@dsacomme « données manquaniders
des analyses phylogénétiques (aucun traitementaspéption par défaut). Dans le cas
marqueur atp8/trnS, un polymorphisme importantdgira été détecté. Un nombre crois:
d’études montrent que les indels fournissent desnrdtions phylogénétiques consistante
présentent souvent de faibles niveaux d’homopligsieex. Freudenstein et Chase, 2001)
effet, il est peu probable qu’'une délétion se re@eta méme position, et dans le cas d
insertion, qu’il s'agisse eplus de la méme séquence. Ainsi, méme si le polghieme inde
est moins informatif que celui de substitution, laxe les indels des analyses (soit
considérer comme des données manquantes, soitrexetusites) est équivalent a élimi
des donnéegotentiellement informatives (Giribet et Wheel@999). Pour le marque
atp8/trnS, trois méthodes de traitement des inatgislonc été utiliséeq(i) en considérant le
indels comme « données manquantes » ; (ii) en antlas sites montrant du polgnphisme
d’indel, ; et (iii) en recodant les indels en présence/atesehe recodage automatisé
indels a été réalisé avec le menu « IndelCoder togigiel SeqState €.37 (Muller, 2006)
Nous avons utilisé la méthode SIC (Simple Indel iBgd qui casiste a coder les inde
comme données manquantes a l'intérieur de la reatlicdonnées et a ajouter une ma
binaire de présence/absence des indels (Simmdsheterena, 2000). Suivant le principe
parcimonie, les positions adjacentes d’indel$ @@ traitées comme le résultat d’'un ¢
évenement.

Les séquences ITS1 et ITS2 ont été traitées coneme mharqueurs indépendants,
ces deux régions présentent des taux d’évolutiidrents (Hershkovitz et Lewis, 1996)
les analyses phylogénétiegs ont été réalisées avec et sans les sequentasued pa
clonagel. corrugataa été considérée comme « outgrouf@spece externe) pour les anal
des marqueurs ITS1, ITS2 et RuBisCo spacer, taqbspour les analyses de atp8/trnS
I'absence de séquence disponible pburcorrugatg L. vadosaa été considérée comt
outgroup.

Trois méthodes de reconstruction d’arbres sont ticewmhiellement utilisées les
méthodes de distance (dont la méthode de Neighidaing, NJ), le Maximum de Parcimor
(MP) et le Maximum de Vraisemblance (Maximum Likelid, ML). Récemment, le
méthodes d’inférence bayesienne se sont ajoutées. @ue les méthodes de distar

présentent I'avantage d'un calcul rapide, ellespnennent en compte qu’une partie
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I'information disponible, car elles résument la différeente les séquences par une ma
de distances (Holder et Lewis, 2003). La méthod&&econsiste a calculer un score p
chaque arbre a partir du nombre minimum de mutatipn pourraient produire lefnnées
partir de I'arbre, puis a trouver I'arbre de scori@imum. Le ML permet d’utiliser pleineme
I'information donnée par les séquences sous un laatiévolution donné. L'arbre choisi ¢
celui qui a la plus grande probabilité de prodigs ségences observées (vraisemblance
likelihood de I'arbre). Le choix objectif du modele d'évotuti optimal pour un jeu c
données est important pour obtenir une estimataiief de I'arbre et de ses parametres |
et Posada, 2005).

Pour les méthodes déP et ML, la mesure de l'incertitude des grouperatiservé
sur I'arbre peut étre réalisée par la méthode desstraps (Felsenstein, 1985) : des pseudo-
réplicas sont produits par tirage aléatoire aveunige des séquences et des arbres
construitsa partir de ces jeux de données. Les valeurs distoap représentent la robuste
des groupements de I'arbre en nceuds.

La méthode d’inférence phylogénétique bayesienheekgivement récente (Holder
Lewis, 2003). Cette méthode d’'analyse permet tdiob simultanément une estimation
I'arbre phylogénétique et la mesure de l'incertitutes noeuds de cet arbre. Pour estim
soutien des noeuds des arbres, la méthode bayessnrae plus, généralement plus ra|
gue la méthode des bootstraps agmau Maximum de Vraisemblance. La méthode cta
a choisir I'arbre qui maximise la probabili#® posteriorj qui est proportionnelle a
vraisemblance et a la probabiligépriori de I'hypothese. Cette probabilité priori est le
probabilité d’'une hgothese ou d’'un parametre qui ne s’appuie pasesuddnnées en cot
d’analyse, mais sur d’autres données (expérienc&Esieures, connaissances générales
désavantage de la méthode réside dans le faitegudisdtributions des paramet@griori
doivent étre spécifiees. Cependant, lorsque la géa¢ données augmente, l'influence
connaissancea priori sur I'estimation de la distributioa posterioridiminue (Lewis, 2001
Comme la méthode de Maximum de Vraisemblance, taodé bayesienneepmet d’inclure
des modeles d’évolution des séquences.

Les alignements obtenus pour chacun des marqueti&éanalysés en utilisant tr
de ces méthodes de reconstructions phylogénétigessreconstructions de maximum
parcimonie et de maximumed/raisemblance ont été obtenues en utilisant iei@dPAUP*
v 4.0b10 (Swofford, 2002) et linférence bayesiermeec le logiciel MrBayes 8.1.2
(Huelsenbeck et Ronquist, 2001). L'analyse MP a ré@isée avec les caractéristiq

suivantes : recherche heuristique, 100 réplicaputaléatoire de séquences, option « tree-
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bisection-and-reconnection(TBR) et le nombre maximum d’arbres en mémoiétéafixé &
100000. La technique de bootstraps a été utileée; 1000 pseudeplicas. Pour les del
autres méthodes (ML et inférence Bayesienne), neossautilisé le Critéere d’Informatic
d’Akaike (Akaike Information Criterion, AIC) obtenavec le logiciel ModelTest 8.7
(Posada et Crandall, 1998) pour estimer le meilteadéle d’évolution pour chaqyeu de
séquences. Les modeéles sélectionnés ont été K8luyfour les alignements du RuBis
spacer et de atp8/trnS, TnEf + | pour ITS1 et HKMupITS2. La lettre | représente ici
présence de sites invariables (dont la proportgirestimée par le ficiel). Les analyses (
ML ont été réalisées par recherche heuristique au@@ réplicas d’ajout aléatoire

séquences et le soutien des nceuds a été calcudgigse de bootstrap en effectuant 1
pseudo-réplicas. L'inférence Bayesienne a été obtemu spécifiant le type général

modele, c'est-aire le nombre de taux de substitutions différettee mode de variation d
taux de substitutions entre sites, comme précqasée constructeur du logiciel. Pour cha
jeu de données, I'analyse a ééalisée a partir de quatre analyses indépenddetegiatre
chaines chacune pendant 5.g8nérations. Les arbres et les paramétres ogth#tillonné:
toutes les 1000 générations et les parametresfamtcbnt été utilisés pour la température
premier quart des arbres échantillonnés a été galu assurer la stabilisation, et les arl
restants ont été utilisés pour le calcul de 'admesensus. Dans le cas du recodage des
avec la méthode SIC, la matrice mixte obtenue &veelCodera été utilisée comme fichi
source pour MrBayes. Les séquences nucléotidigneslors été analysées avec le mo
d’évolution déterminé par ModelTest, tandis quenktrice de présence/absence d’indels |

traitée comme données de site de restriction.

c) Taux de divergence entre groupes de séguencestigtatisn du temps d

divergence

Entre chacun des groupes phylogénétiques (lign&fissant des clades dans
analyses précédentes, I'importance de la divergane® estimée en calculantpalistance
qui se définit comme la proportignde sites nucléotidiques qui sont différents enaiees de
séquences. Cette distance a été calculée avegitéeloMEGA v 4.0 (Kumaret al, 2004)
avec 1000 réplicas et en excluant les indels.

Afin d’estimer le temps écoulé depuis la séparation de deuxpgsophylogénétique

(lignées), I'approche utilisant une « horloge maléoe» est souvent utilisée. L’horlot
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moléculaire fait 'hypothése que le taux d’accuntiolades substitutions est constant aurso
du temps et entre différentes lignées, et qu’enptant le nombre de mutations entre d
lignées, il est possible d’estimer la date de djgeace de ces lignées. Il est cependant pos
de relacher cette hypothése en permettant desatiffés deaux de mutation entre ligné
(voir pour revue Pulquério et Nichols, 2006). L&gias brunes étant phylogénétiquement
distantes des animaux, des plantes et des algugsset vertes (Keeling al, 2005), il n’es
pas possible d'utiliser une hoge moléculaire définie pour un de ces régnes. Ds, pine
calibration directe de I'horloge moléculaire poas lalgues brunes n’est pas possible dt
de I'absence de données fossiles. Ce probléme r@@&ément contourné par Hoaretual.
(2007), quiont proposé une méthode indirecte pour estimemhonege moléculaire pour I
especes d’algue bruaicusen utilisant des ségquences des hétérochontesuegqiches st
I'arbre phylogénétique et ayant a la fois des demnfdssiles et une base de supes
disponibles importante, c’estelire les diatomées. Nous avons utilisé le mémemasmen
pour calculer une horloge moléculaire pour le RGBispacer poucessonia Ce marqueur
été préféré aux trois autres marqueurs de notrigsenenultilocus pour deux raisongi) la
présence de multiples copies et d’évolution coéeemour les ITS en fait de mauv
marqueurs pour une horloge moléculairet (i) la base de données disponible pou
marqueur atp8/trnS dans GenBank reste pour l'ihditaitée (données des articles de Engel
et al, 2008 et Voisinet al, 2005) et surtout, le polymorphisme de type inslavéran
important pour ce marqueur, il était difficile daré I'hypothése d’une horloge molécula
Le RuBisCo spacer paraissait donerieilleur des quatre marqueurs pour estimer des ak
divergence entre lignées phylogénétiques, d’aytiust qu'un nombre important de séquer
étaient disponibles sur GenBank pour ce marqueaibut ici a été d’obtenir une estimati
méme grossieredes dates de divergence entre lignées détectiresed reconstructior
phylogénétiques afin d’inférer les mécanismes poudre a I'origine de la divergenc
Hoarauet al. (2007) ont estimé le taux de mutation pour lagra D1 du photosystéeme
(psbA des diatomées entre 0,08% et 0,12% par milli@mees (Ma). La divergence pt
psbA étant de 1,2% entre les deux especes de Lamemrial digitata (accessiol
n°AY528849) etAlaria crassifolia(AY528847), la date de divergence entre ces dep&oes
a donc été estimée entre 10 et 15Ma (1,2/0,12 20,08, respectivement). Le taux
divergence entre ces deux especes pour le marguueRisCo spacer est de 8% (access
n°AY851559 et AF109802, seule la région utiliséendaotre étude multilocus été
considérée). Le taux de divergence du RuBisCo s@adenc été estimé entre 0,80 et 0,5

par Ma (8/10 et 8/15, respectivement). L’effet dmps de génération peut étre néglige, ¢
77



Chapitre 1

est équivalent pour les diatoméEsagcus Laminariaet Lessonia nigrescens’est-adire entre
une et quelques années (Hoaedwal, 2007 ; Chapman, 1993. Faugeron, com. pers.).
date de divergence entre lignées phylogénétiqeté astimée en utilisant la valeur minirr
et la valeur maximale dedistance calculée entre lignées avec le logiciEIGA.

d) Reconstructions de réseaux d’haplotypes

Les méthodes de réseaux d’haplotypes ont été dqpads pour incorporer |
processus populationnels dans la construction detatians entre haplotyp
phylogénétiquemen proches (Posada et Crandall, 2001). Les réseanmngitent I
représentation, sur une méme figure, de touteshypethéses également parcimoniel
(relations ambigués) des relations entre haplotypes relations entre genes échantillor
chez des idividus d’'une population ne sont pas hiérarchiqeesitrairement aux relatio
entre genes échantillonnés dans des especes whifféreElles présentent de 'homopla
résultat de la reproduction sexuée, de mutatioris pguvent étre récentes, et souven
d’évenements de recombinaison (Posada et Cra2@dll). Contrairement aux méthodes
reconstruction d’arbres phylogénétiques, les méthdeeconstruction de réseaux incorpo
la possibilité de persistance d’haplotypes ancestdans la populationes multifurcations ¢
les réticulations. De plus, il est possible de drenen compte la fréquence de che
haplotype au sein de I'échantillon. La théorie decbalescence montre qu’il existe 1
relation directe entre la fréquence d’'un haplotgpéage de cet haplotype, en I'absence
sélection (Posada et Crandall, 2004fin de prendre en compte en particulier la peasisé
d’haplotypes ancestraux dans les données, nous adons construit des résea
d’haplotypes en utilisant la méthode de med@ning implémentée dans le logic
NETWORK v 4.5 (Bandelet al, 1999).

e) Analyse du jeu de données populationhelnfgrescens

Pour chaque site d’échantillonnage et chaque lign@dogénétique, nous avo
calculé deux indices de diversité moléculaire peumarqueur mitochondrial atp8/trn3a
diversité géniqueH, la probabilité que deux haplotypes choisis alatthsoient différent:
définie plus haut) et la diversité nucléotidique,Ce dernier indice est défini comme
probabilité que deux sites nucléotidiques homolsgti®isis au hasard soient différents €

calcule suivant la formule :
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= Lii PP,
n-1=Z73
ou d; est un estimateur du nombre de mutations ayanteuwlepis la divergence entre |
haplotypes et], k est le nombre d’haplotypeg, la fréquence de I'haplotypeetn la taille de
I’échantillon. Les deux indiced] et z, ont été calculés en utilisant le logiciel Arleq)
(Excoffier et al, 2005). La moyennsur I'ensemble des sites échantillonnés a été léal@r
excluant les deux sites avec moins de 28 écharti(sites HCO et CST).

Etant donné que les sites échantillonnés ne sentdgaillierement répartis le long de
cOte (échantillonnage important autour de329S et 33°S), nous avons utilisé une métt
de rééchantillonnage pour comparer les indices de digeesitre les lignées. Cela a cons
a calculer les indices de diversité pour 10@&chantillonnages aléatoires de sept locs
dans la lignée la plus échantillonnée (lignée Air Résultats).

Afin de tester la présence d’une divergence génétgjtuée au niveau de la zone
transition biogéographique, les populations ontrétfroupées en fonction de leur situa
géographique. Ldocalisation précise de la zone de transition biggéphique restal
controversée (entre 30°S et 33°S), nous avons legigesence d’'une discontinuité situé
30°S d’'une part et a 33°S d’autre part. Afin degieses deux hypothéses, nous avons egalis
des analyses hiérarchiques de la variance moléeuldaMOVA) avec le logiciel Arlequil
(Excoffier et al, 2005). L'AMOVA permet d’étudier la distributioneda variance génétiqt
entre les populations, entre les populations aéfiatir des groupes entre les groupes. L
groupes de populations ont ici été définis en fomctle trois criteres (i) la localisation pa
rapport a la latitude 30°S (nowersussud); (ii) la localisation par rapport a la latitude
(nord versussud) ; et (iii) la posion phylogénétique des haplotypes (groupes cpordan
aux lignées phylogénétiques). L'AMOVA prend en coenfes fréquences des haplotype
la distance nucléotidique entre haplotypes. Unecgutore de test ngparamétrique pe
permutation permet deedter la significativité des indices calculés pohaque niveau c
structure (groupe de populations, entre populatéofimtérieur des groupes, a l'intérieur ¢
populations). Les tests ont été réalisés avec 1péfAutations.

L’hypothése d’'un isolenme génétique par la distance (Slatkin et Hudso®,118elor
laquelle il existe une relation linéaire positivatre distance génétique et dista
géographique a été testée a l'aide du test de Mamplémenté dans le logiciel Arlequ
(Excoffier et al, 2005), avec 1000 permutations et en excluanbtedités HCO et CST. L
distance génétique entre populations a été obteauka relationt/(1- ©), oux est le nombr

moyen de différences entre paire d’haplotypes poerpaire de populations donnée (Rou:
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1997). Les distances géographiques entre deux gigsd ont été mesurées en suivan
principales courbes du trait de cote pogrgepulations continentales et en ligne droite tk
la population continentale la plus proche pour pegpulations insulaires IPA et GE
(Annexe 1.3).

Des analyses de distribution de « match-mismatcmt été réalisées pour chas
lignée phylogénétique en utilisant le logiciel Aplen. La distribution de « match-mismateh
est la distribution du nombre de différences matatelles entre les séquences compe
deux a deux (Roger et Harpending, 1992), dont latepest affectée par la démograr
passé du groupe d’individus étudié. Une distributionltimiodale est attendue dans le
d’échantillons provenant de populations a [I'équdibdémographique, tandis que
distribution est unimodale dans les populations aqpti subi une expansion démograpleiqu
récente ou une expansion géographique. Une distibbimodale peut cependant reflé
une sousstructuration de [I'échantillon (effet Wahlund). Lesodeles d’expansic
démographique soudaine (Roger et Harpending, 18082)expansion spatiale (Excoffie
2004) ont été testés en utilisant 1000 bootstrdps. valeur de bootstrap importante indir
que le modeéle s’ajuste bien aux données. Le tempsigid’expansion la plus récer
exprimée en fonction du taux de mutatia) & été calculé a partir de cesalyses d
distribution.

Un réseau d’haplotypes a été construit pour les @mmmpopulationnelles obtent
pour atp8/trnS, en utilisant la méthode de megbaming, implémentée dans NETWOF
v 4.5 (Bandelet al, 1999).

C. Résultats

1. Approche multilocus

a) Polymorphisme des quatre marqueurs

Les caractéristiques des quatre marqueurs utipeés I'approche multilocus so
indiquées dans le Tableau 1.3. Nous utiliseronseiterme d’haplotype pour les marque
haploides (atp8/trnS et RuBisCo spacer)eetekme d’allele lorsqu’on inclut les marque
ITS1 et ITS2. Les numéros d’'accession des haplstgpales alleles sont donnés en Anr
1.4. Pour chacun des marqueurs, l'insertion d'indid 1pb a 46pb a été nécessaire
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Tableau 1.3 : Caractéristiques des marqueurs utiliss pour I'approche multilocus. Nind :
nombre d’individus, Nalléles : nombre d'allelgdy: longueur en paires de bases de la région
séquencées: nombre de sites avec du polymorphisme de substit Indels: nombre de sites
avec du polymorphisme d’indelll : diversité génique moyenne intra-groupe. Les gesuont
été définis en référence aux trois clades mitochiand (Nord, Z30 et Al) et aux deux clades
ITS1 (PP et Al).

Nind Nalleles  pb S Indels H
atp8/trnS
PP 65 11 155 19 27 0,888 £ 0,014
Nord 28 5 155 6 0 0,730 £ 0,047
Z30 37 6 136 5 8 0,806 £ 0,032
Al 62 11 120 11 0 0,863 £ 0,025
Lnig 127 22 155 28 37 0,938 + 0,007
Total 138 27 159 42 46 0,946 + 0,006
RuBisCo spacer
PP 63 6 555 5 0 0,785 £ 0,022
Nord 26 3 555 2 0 0,569 £ 0,083
Z30 37 3 555 3 0 0,581 £0,042
Al 61 7 555 5 1 0,727 £0,048
Lnig 124 13 555 11 1 0,879 + 0,013
Total 136 21 555 24 7 0,899 £ 0,012
ITS1
PP 25 14 330 20 10 0,940 £ 0,025
Nord 7 5 330 8 9 0,904 £0,103
Z30 18 9 325 13 3 0,895 £ 0,043
Al 27 10 329 11 6 0,874 £ 0,040
Lnig 52 24 336 34 16 0,953 +£0,013
Total 63 32 349 52 53 0,966 + 0,009
ITS2
PP 31 8 231 10 2 0,851 £0,028
Nord 9 2 229 5 0 0,222 £0,166
Z30 22 6 231 5 2 0,822 £ 0,037
Al 35 5 231 4 2 0,400 + 0,100
Lnig 66 13 233 15 6 0,801 £ 0,041
Total 78 19 237 28 11 0,854 + 0,032

PP : Province Péruvienne (composés des groupesatld®D), Al : Aire Intermédiaird,. nig: L. nigrescens

(composée des groupes PP et Al), Total : touscleargéillons étudiés, incluant les espéces extgmegroups).
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I'alignement des séquences, avec une variation it@pier de la longueur de séquence intra-
et interspécifique (Tableau 1.3). Les marqueurs ont pu &#marés en deux groupes
fonction du polymorphisme observé polr nigrescens (i) atp8/trnS et ITS1, avec .
haplotypes et 24 alléles respectivemeett (i) RuBisCo spacer et ITS2 avec 13 haplotygt
13 alléles. De plus, les deux premiers marqueurs noomtré une proportion de si
polymorphes plus importante (18% et 10%) que lasxdmutres marqueurs (6% et 2¢
Tandis que laplupart des haplotypes/alléles de atp8/trnS etl|T@t une distributio
géographiquement restreinte, certains haplotypealde RuBisCo spacer et ITS2 ont
aire de distribution étendue. Ainsi, pour ITS2|8& its2-11 dans le sud et its2-1 démsord
sont présents sur plus de 1680 km et 1300 km ae(détIPA a GBN et de ILO a MOC, F
1.3, voir aussi Annexe 1.5 pour le détail). De mgoeetains haplotypes RuBisCo spacer :
partagés entre populations distantes géographiquero@mme I'haftype du sud rs7 (c
IPA a GBN, 1680 km) et I'haplotype du nord rs1 (d®& a COL, 850 km, Fig. 1.3 et Anne
1.5). Cependant, quelque soit le marqueur utilieéis n'avons pas détecté d’haplotype
d’allele partagé entre sites situés au nord etiduds I'aire étudiée (17-41°S).

La taille et le polymorphisme des indels est foeemvariable en fonction d
marqueurs. L’alignement ITS1 a nécessité l'insertien53pb (indels de 1pb a 14pb), d
16bp nécessaires pour I'alignement des allelels. aegrescengTableau 1.3). L’insertion ¢
11bp et 7bp ont été nécessaires respectivementljptignement de ITS2 et de RuBisl
spacer (Tableau 1.3). Le marqueur atp8/trnS a momtr patron différent en termes
distribution des indels : la plupart des ilEd€7pb sur 46pb) ont di étre insérés pour ali
les haplotypes de. nigrescengntre eux. Du polymorphisme d’indel a été obseargsdeu;
régions distinctes du marqueur (région 1 : entsebleses 50 et 80 et région éntre les base
122 et 127, K. 1.4). La premiere région d’'indel a montré ada fun polymorphisme c
longueur et de substitution (trois longueurs défées d’'indel 13, 21 et 29pb), tandis que
second indel, de 6 bp, ne présentait pas de popmwmne de longueur (Fig. 1.4).

b) Deux lignées divergentes au seinLd@igrescens

Les reconstructions phylogénétiques sont congreesiiére marqueurs pour mont
qgue L. nigrescendorme un groupe monophylétique, avectrabeculatacomme espéce
plus proche phylogénétiguement. La monophylie Ldenigrescensest soutenue par d
valeurs élevées de soutien quelque soit le margeeula méthode de reconstruct

phylogénétique (Fig. 1.5 et Fig. 1.6). A l'intériede ce groupe monophylétique, de
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Figure 1.3 : Distribution géographique des allélesle L. nigrescenspour chacun des quatre marqueursLa taille des cercles € ts2-5 [T

proportionnelle au nombre d’individus analysés dahnaque localité (1 a 5). La couleur des cerclgsésente les différents clades
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orange-rouge pour le clade Nord (17°37'S-27°128)t pour le clade Z30 (27°41'33°14'S, avec exception des localités ACE, IP,
CO2), bleu pour le clade Al (30°15'S-41°48'S + lbtgs ACE, IPA et COZ). Pour atp8/trnS, les donnémmtrées sont celles du sous-

échantillonnage de I'approche multilocus.
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Figure 1.4 : Alignement des 22 haplotypes atp8/trn®btenus pourlL. nigrescens L. trabeculataet les espéces extern

(outgroup) dans I'approche multilocus.Seuls les sites polymorphes sont montrés. Leses€gs sont regroupées en fonc
de leur similarité dans le polymorphisme d’indeldet substitution et les clades phylogénétiguesesu del. nigrescens
identifiés pour ce marqueur (Fig. 1.5) sont ind&juées deux régions d’indel montrant du polymorptdasa I'intérieur de..

nigrescensont indiquées en grisé.
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groupes distincts d’alléles/haplotypes ont étéaése (i) un groupe au nord, correspondal
la région biogéographique de la Province Péruvicemdre 17°37'S et 30°14'S et app
« lignée PR et (ii) un groupe au sud, correspondant a laorégiogéographique de I'Ail
Intermédiaire, entre 29°03'S et 41°48'S, appelégrde Al» (Fig. 1.5 et Fig. 1.6). Le
valeurs de soutien pour la lignée PP montrent deatwms en fonction de la méthode
reconstruction phylogénétique utilisée et de la grandont les indels sont traités (Figh &t
Fig. 1.6). Tandis que la lignée PP est toujours apbglétique quelque soit le marqueur
monophylie de la lignée Al est observée pour atp8/et ITS1 uniguement (Fig. 1.5).

Les arbres obtenus avec les marqueurs ITS2 etsRoBspacer présentenne
topologie similaire qui se caractérise d’une partges valeurs de soutien des nceuds fa
en général (méme en incluant la lignée PP) et aeaart, par une polytomie pour les allé
ou haplotypes de la lignée Al (Fig. 1.6). Cette ypmhie sugeére une rétention
polymorphisme ancestral dans la région Al, avec lwlasches de longueur nulle. Ceci
confirmé par la structure des réseaux d’haplotygp@ismontrent une séparation entre
alléles observés pour les individus de la régioreP®ux de Al (Fig. 1.6). L’haplotype rs7
l'alléle its2-11 sont considérés comme ancestraux, du fait depesition sur les arbre
phylogénétiques (branche nulle au niveau de latpaig) et sur les réseaux (posit
centrale) et également parce que oetdes haplotypes/alléles les plus fréquents ®iplas
largement distribués (Fig. 1.3). Ces alléles amaestont été observés dans la régior
uniquement, pour les deux marqueurs (Fig. 1.6).

Le marqueur atp8/trnS présente une subdivisiola dignée PP en un « clade Nord
et un « clade Zone 30%5(Z30) avec de fortes valeurs de soutien pourckztes et pour |
clade Al (71 & 100%, Fig. 1.5). Ces deux cladedadetgion PP présentent des aires
distribution disjointes : le clade Nord est olv&eau nord de 27°S tandis que le clade Z3!
restreint a la région entre 27°S et 30°S (Fig. dt. Annexel.5, voir également I'analy:
populationnelle). Une telle soukvision de la lignée PP en deux clades n’a pasiétéctés
pour les trois autres mgueurs, bien qu’il n’y ait pas d’alléle/haplotypartagé entre ces de
sous-régions (Fig. 1.3 et Fig. 1.4).

En utilisant uniquement l'information de polymorpime d’indel, quatre group
d’haplotypes ont pu étre distingués pour le marg@p8/trnS, goupes qui corresponde
aux trois clades décrits préecédemment, a I'exceptioolade Z30 qui regroupe les haploty
de deux longueurs différentes (1 indel de 8pb, Eig). Le recodage des indels n'a
entrainé de modification de la topologie desresbde MP et Bayesien pour le margt

atp8/trnS, seule la longueur des branches a étéfiéepdes branches étant plus long
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A. atp8/trnS | Nord | Z30 PP Al Lnig Ltra | Lfla
Z30 6.6
Al 6.3 7.5 6.9
Ltra 8.7 9.7 9.3 7.9 8.6
Lfla 9.4 9.6 9.5 8.5 9.0 3.8
Lvad 11.6 11.8 11.7 10.8 11.3 6.0 4.0
£3/79/99 atpl
558899 M - Nord
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Figure 1.5 : Arbres de Maximum de Vraisemblance (M) et p-distances correspondantes poL
les marqueurs atp8/trnS et ITS1.(A) marqueur atp8/trnS, jeu de données de lapp
multilocus, indels considérés comme données manesiafB) marqueur ITS1. Les valeurs
soutien sont présentées, avec respectivement testizps de maximum de parcimonie, btrafss
de maximum de vraisemblance et probabil@éposteriori bayesiennes. Le signeindique une
valeur de soutien < 50 %. La couleur des noms détes est fonction duwlade atp8/trn:
d’'appartenance des individus montrant ces all&liesi (i clade Al, deux couleurs pour P®ert pout
le clade Z30 et rouge pour le clade Nord). Les icedrmontrent lep-distances calculées en
clades en excluant les indels.
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Figure 1.6 : Arbres de Maximum de Vraisemblance etéseaux non racinés pour les haplotype
RuBisCo spacer (A et B) et les ribotypes ITS2 (C d) de L. nigrescens Pour la Iégende di
arbres voir Fig. 1.5. Dans les réseaux, les caméges représentent des fwpbes ou ribotype
hypothétiques, non détectés dans cette étude.rbiés touges indiquent les mutations (trait:fin
substitution, trait large : indel). La taille deerdesest proportionnelle au nombre d'indivic
présentant les alléles. La coula@las cercles correspond au clade atp8/trnS desdndigvoir Fig.
1.5).Les fléches indiquent les alléles ancestraux pbague réseau (ancestralité déterminée pe
réseaux racinés, non présentes).
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lorsque les indels sont recodés que lorsqu’ilsame gas considérés (« données manquantes
ou exclus (données non montrédsarbre présenté dans la Figure 1.5 est un aibréiL
avec les indels non recodés (« données manquantes qui permet de comparer entre
difféerentes méthodes de reconstruction phylogéunésidla méthode de ML ne permettant

le recodage des indels).

Le clonage des ITS a permis de détecter la présedhmn polymorphisme intra-
individu, avec jusqu’a trois séquences différeras individu. Plusieurs des séquence:
clones correspondaient a de nouveaux alleles (AnteX. Cependant, chacunsdadividus
contenait des alléles soit de la lignée PP soiadgnée Al, mais jamais des deux ligné
indiquant que ce polymorphisme intfradividu n’était pas le résultat d’'une hybridatidde
plus, I'ajout de ces nouveaux alléles dans le pdahres n'a pas modifié la topologie ¢
arbres phylogénétiques (données non montrées).

Pour les marqueurs ITS1 et ITS2, la diversité emeéede nombre d’alleles, nombre
sites polymorphess) et de diversité géniqudl) était généralement plus importameur la
lignée PP que pour la lignée Al (Tableau 1.3). Briigulier, le marqueur le plus polymorpl
ITS1, a montré prés de deux fois plus de sitesutistgution dans la lignée PB=£ 20) que
dans la lignée Al = 11). Le marqueur atp8/trnS a mon&éactement le méme nomt
d’haplotypes dans les lignées PP et Al pour le deudonnées multilocus, tandis que

nombre de sites polymorphes observés dans PReétlmitible de celui de Al (Tableau 1.3).

c) Divergence entre lignées tenigrescengt datation

La divergence de séquences entre les lignées RPletsqu’elle est calculée pour |
marqueurs montrant des clades monophylétiquesiragaire ou supérieure a la divergel
entre especes-sceurs reconnues. Pour le marquelrléT@vergence erd les lignées Al ¢
PP est du méme ordre de grandgwdi§tance de 2,7%) que la divergence ebtrieabeculata
et chacune des lignées tle nigrescens(2,5% et 3%). ou méme entte vadosaet L.
corrugata deux especes séparées par I'Océan Pacifique (Judébo, Fig. 1.5). Pour |
marqueur atp8/trnS, la divergence (calculée en uextl les sites présentant
polymorphisme d’indels) entre clades Idenigrescengsest pres de deux fois plus importa
que la divergence entie flavicanset L. trabeculata(6,3-7,3%versus3,8%) ou entrd..
flavicanset L. vadosa(4,0%, Fig 1.5). Toutes ces reconstructions phyléggues montrer
des branches généralement plus longues pour Essatlel.. nigrescengjue pour les autre

especes (Fig. 1.5 et Fig. 1.6). A [lintérieur de nigrescens les alléles Al sor
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systématiquement plus proches des espéces outgueups alleles PP (Fig. 1.5 et Fig. 1.6).
La date de divergence entre PP et Al a été estanadilisant la calibration indirec

de I'horloge moléculaireatculée pour le RuBisCo spacer (entre 0,53% et 0,88eMa). Le

divergence entre haplotypes PP et Al variant eby286 et 0,9%, la date de divergence e

les deux lignées a donc été estimée entre 0,250&&6Ma.

2. Approche populationnelle L. nigrescen$

a) Distribution géographique des lignées et abserdtadimixture »

L’approche multilocus a permis de montrer la présede trois clades pour
marqueur mitochondrial, chaque clade montrant ureede distribution distincte (Fig. 1.:
Cependant, eaugmentant la taille d’échantillon a environ 3@iwidus par site, nous avo
pu définir plus précisément la distribution géodpigpe de chaque clade. Neuf nouve
haplotypes ont été détectés, mais les relationdogégétiques décrites dans I'anal
multilocus restent inchangées. Chacun de ces nawveaplotypes (atp29 a atp35, atp2!
atp39) differe d’haplotypes identifiés précédemnpartseulement une a deux paires de k
(Fig. 1.5 ; n° d’accession : FJ410117 a FJ41012heke 1.4).

Les airesde distribution des clades Nord et Z30 sont totelet disjointes ¢
présentent une discontinuité abrupte localiséeee2iff12'S et 27°41'S (Fig. 1.3 et 1.7).
'oppose, les aires des clades Z30 et Al préseniratrégion de chevauchement local
entre 29°03'S et 30°14'S (Fig. 1.3 et 1.7, appeléei®egle transition par la suite). Ce
Région de transition est caractérisée par unetataicle taches renfermant des populat
composees exclusivement d’haplotypes Al (sites GOO°57'S, IPA a 29°3S et ACE ¢
29°03'S, Fig. 1.7) dispersées dans I'aire de digtron du clade Z30. Il est important de nc
gue chaque population est composée d’haplotypess#ul clade (Fig. 1.7). Cette absenc
mélange ou « admixture » entre clades a égalend&pnbgéervée pour chacun des trois at

marqueurs utilisés dans I'approche multilocus (Ei§).

b) Polymorphisme observé dans les clades et les gamsdadel. nigrescens

La méthode de SSCP nous a permis de discriminer aanbigiité la majorité di
hapbtypes du marqueur atp8/trnS, la plupart des préfib sur 18) correspondant en eff
une séquence unique. Deux des trois profils coorefgnt a plus d’'un haplotype ont pu ¢
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Figure 1.7 : Réseaux d’haplotypes du marqueur atp8hS pour chaque clade delL. nigrescens analyse au niveal
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ensuite identifiés par criblage en utilisant la imoéke de RFLP (haplotypeatp5 et atpl
d’'une part et atpl2 et atpl3 d’autre part). Seldssséquences correspondant a un g
(profil C) n'ont pas pu étre différenciées. Ce pragxclusivement observé dans la rég
Z30, correspond a trois haplotypes, différant pes paie de base (haplotypes atp4, atp2
atp29). L’haplotype atp4 étant le plus fréquents@ié dans 13 sur 19 séquences analy
et occupant la position centrale du réseau d’hgpést (Fig. 1.7), nous avons considéreé
les individus montrant ce proéfC comme porteurs de I'haplotype atp4 pour le Waties
indices de diversité. Cette approximation a ceet@ient entrainé une soastimation dt
polymorphisme dans cette région.

L’'analyse de 1051 individus a révélé la présencgldeaplotypes (Fig. 1.&t Annexe
1.6). Les clades Nord et Al ont été échantillonsigsune longueur de cote similaire (141¢€
et 1815km respectivement). Le clade Al a montrénambre d’haplotypes plus important
une diversité nucléotidiquer) et génique Hl) plus importante que le clade Nord (Tabl
1.4). Cependant, comme l'effort d’échantillonnagétait pas équivalent entre ces régit
nous avons utilisé une méthode detchantillonnage pour estimer les indices de dité
pour le clade Al (100 réchantillonnages aléatoires de sept sites sur lésHantillonnés). L
ré-€chantillonnage a montré que les clades Nord eprAsentent des indices de diver
génique similaires : I'effort d’échantillonnage plimportant pour le clade Adst donc
I'origine de la plus grande diversité génigue dé&eaans ce clade (données non montr
La diversité nucléotidique reste |égerement supéigelans le clade Al par rapport au cl
Nord, mais les deux valeurs montrent des écartstypgorants (Tableau 1.4, données 1
montrées pour le ré-échantillonnageeci est la conséquence de la forte structurerabée
dans les deux clades, avec en plus la présencplotyyaes rares dans le clade Al (Fig. 1
Une plus faible diversité génique &é observée dans le clade Z30. Ceci pourrait
cependant la conséquence d'une seatgnation du polymorphisme, les haplotypes r
(atp27 et atp29) n'ayant pas été détectés par thaueé de SSCP. La diversité nucléotidi
du clade Z30 est inférieqira celle des deux autres clades lorsque I'on déresicomme u
seul évenement de mutation les huit sites dinadelstigus (spécifigues au clade Z.
(Tableau 1.4).

A l'aide des analyses d’AMOVA, nous avons testédents modéles hiérarchiques
les ppulations ont été groupées en fonction de lewaligation géographique (en situan
zone de transition biogéographiqgue a 30°S ou a)38t5en fonction de leur affini
phylogénétique (clades Nord, Z30 et Al). Seuls riesultats de I'analyse en forat des

clades phylogénétiques est présentée ici, cettysanatant celle qui expliquait le mieux
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Tableau 1.4 : Diversité génétique a l'intérieur del. nigrescens %r : diversité nucléotidique,
exprimée en pourcentagél : diversité génique moyenne (et déviation starjdaedculée sur
I'ensemble des individus appartenant a chaque ckdel’ensemble des localités a l'intérieur des
clades et pour chaque localité (en excluant caNes moins de 28 individus, HCO et CST). Seules
les populations polymorphes sont présentées. Dmistatle Z30, les huit indels contigus ont été
considérés comme un événement de mutation uniquaohhbre.

Clade atp8/trnS et N individus N haplotypes % (SD) H (SD)
Localité polymorphe (N localités)
Clade Nord 206 (7) 6 1,6116 £+0,9658  0,8072 + 0,010
SLD 29 2 0,3305+0,3198 0,5123 +0,0311
Moyenne sur les localités Nord 29,4 1,14 0,047212409 0,0732 +£0,1936
Clade Z30 308 (10) 6 1,1151 £0,7537  0,5690 + @2
CHS 30 2 0,1006 +0,1744  0,1287 +0,0792
Moyenne sur les localités Z30 30,8 1,30 0,010108108 0,0129 + 0,0407
Clade Al 511 (17) 18 2,0360 +1,2217  0,8762 + GO0
COz 28 2 0,0595 +0,1364  0,0714 +0,0652
PTLV2 30 2 0,0556 +0,1313  0,0667 +0,0613
RLI 29 2 0,1108 +0,1895  0,1330 +0,0814
CURAM 30 2 0,2395 +0,2912 0,2874 + 0,0917
QUIS 30 2 0,1073 +0,1860  0,1287 +0,0792
PICHI 30 4 0,2184 +0,2761  0,2506 +0,1017
MEH 30 2 0,4291 +0,4139  0,5149 +0,2680
PUC 30 3 0,4559 +0,4300  0,5034 +0,0642
GBN 30 3 0,1628 +0,2338  0,1908 + 0,0928
Moyenne sur les localités Al 30,1 1,72 0,1397 8024 0,1263 + 0,1694

Tableau 1.5 : Analyse de variance moléculaire (AMOX) pour I'analyse populationnelle deL.
nigrescensavec le marqueur atp8/trnS Les populations avec moins de 28 individus (HGO e

CST) ont été exclues de 'analyse.

Source de variation Degrés de Somme des Composantes Pourcentage de Valeur dep
liberté carrés de la variance variation (%)

Entre clades Nord, Z30 et Al 2 8860,756 13,76594 ,8@8 < 0,00001

Entre populations a l'intérieur des clades 31 1524, 1,68507 10,88 < 0,00001

A l'intérieur des populations 961 40,899 0,04127 0,27

Total 1024 10477,782 15,49227
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variance. La majorité de la variation génétiquentarqueur mitochondrial est expliquée
la différenciation entre les clades (88,9%, Tablg&u; 902% lorsque les indels sont excl
données non montrées). Cependant, la difféatino entre sites a I'intérieur des clades
également significative et explique plus de 10%lalesariation génétique observée p
atp8/trnS (Tableau 1.5). La prise emmpie du modele de substitution obtenu avec Modé
ne modifie pas les résultats (données non montrées)

Alors que des valeurs de polymorphisme relativenédetée ont été observées d
les clades, le polymorphisme intra-localité s'éstété étre extr@ement faible. Le nombre
localités montrant plus d’'un haplotype mitochonldest tres limité (11 sur 34, Tableau 1
De plus, la plupart des localités polymorphes soatactérisées par la présence (
haplotype prédominant et généralement d’'un dtgtpke rare, ces haplotypes différant d’
paire de base (Fig. 1.7). Ce polymorphisme itdcalité particulier se traduit par des vale
de diversité géniques et nucléotidiques intra-itediaibles et des écatypes important
(Tableau 1.4). Trois kalités montrent cependant un patron différentc aezix haplotypes ¢
fréquences similairesSLD dans le clade Nord et MEH et PUC dans le dmida région A
(Tableau 1.4 et Fig. 1.7).

L. nigrescensest également caractérisée par une proportion tanger d’haplotype
privés, observés dans seulement une localité rejbhaiplotypes surixsdans le clade Nort
trois sur sept dans le clade Z30 et 11 sur 18 tlamtade Al. La distance entre locali
partageant des haplotypes est généralement faibdeicure a 150km de cbte dans la plu
des cas. Les quatre exceptions concernent lestiipptodu sud de l'aire de distribution
Al : les haplotypes atp6, atp7 et atp8 sont partagés Bcalités distantes de 270km a 34
(PICHI et GBN, Fig. 1.7)Dans le clade Z30, I'haplotype atp4 a été obsearss dies localité
séparées par 132km (profils vérifiés par séquenc&jest 'unique cas d’haplotype parte
entre localités nomadjacentes (le groupe de localitts TON/GUANA/OTQ sSpare d
groupe TBLCHS/CHN par les localités TEA, ARY et COZ, Fig. L& I'intérieur de chaqu
clade, les tests d’isolement par la distance antsignificatifs (tests de Mantel, valeurs e
de 0,009, 0,004 et 0,014 pour les clades Nord,ef3, respectivement, Fig.8). Le patror
d’isolement par la distance explique une plus gegmattion de la variance dans le clade N
(R? = 0,55) que dans le clade AR(= 0,15, Fig. 1.8). La localité LM s'est avéréee:
fortement différenciée des autres localités Al empardson avec la différenciation attenc
en suivant le patron d’isolement par la distancexdlusion de cette localité augmente
valeur de Ra 0,44 (valeur dp < 0,001).

La distribution de « match-mismatch » est clairemenimodale pour les haplotypes
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Figure 1.8 : Différenciation génétique entre localés del. nigrescensa l'intérieur des trois
clades mitochondriaux: Al (en bleu), Z30 (en vert) et Nord (en orandeur chaque paire t
localités, la distance génétique, calculée paelaionz/(1- ), et la distance géographique s
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Al, tandis que le clade Nord montre une distributioimodale (Fig. 1.9). Les modé!
d’expansion démographique soudaine et d’expanspaiiate S’ajustent a la distributi
observée pour le clade Al avec des valeurs de traptsrelativement important
(respectivement 0,795 et 0,781), avec des valeairsdg 1,4 et 1,3. Pour le clade Nord
modele d’expansion démographique soudaine monteevateur de bootstrap négligea
(0,37), tandis qu’une valeur plus importante eseobe pour le modéle d’expansion spal

(0,63) avec une valeur dale 3,0.

3. Une structure phylogéographique différente chet. trabeculata

La distribution géographique des haplotypes et ddsres phylogénétiques st
présentés dans les figure40 (atp8/trnS et RuBisCo spacer) et 1.11 (ITSIT8R) (voir
également Annexes 163 1.7). Les arbres sont les mémes que ceux pésspatr I'analys
multilocus focalisée suk. nigrescenql’haplotype supplémentaire, atpl03, détecté loe
I’échantillonnage dé. trabeculataa été augmenté, n’a pas été inclus dans ces asjalyse

Les arbres phylogénétiques des marqueurs atp8/triRsiBisCo spacer montrent q
les haplotypes de. trabeculataforment un clade monophylétique bien soutenu (EitQ)
Pour le marqueur ITS1, la monophylie He trabeculatan’est pas soutenue (valeurs
soutien < 50%), ce qui semblerait d0 a la perstgtatun haplotype ancestral (haplotype its1-
104) aL. nigrescenset L. trabeculataau sein du jeu de données (Fig. 1.1 marqueu
ITS2 montre cependant une topologie nettementrdifté de celle desures marqueurs : I
haplotypes de.. trabeculataétant regroupés avec ceux ldeflavicansau sein d’'un mém
clade monophylétique, relativement bien souteng. (Eil1l)

Les données obtenues pdurtrabeculatamontrent globalement une différeaton
entre deux groupes d’individus, appelés « nord x stid», correspondant a des grou
monophylétiques. Ainsi, les marqueurs ITS1, ITSZReBisCo spacer montrent un cle
groupant les individus des localités situées a 1°30°S (nord), tandis qu’'un tae clade
regroupe les individus situés entre 30°S et 41l)(gFig.1.10 et 1.11). Le marque
atp8/trnS montre également une structure entrerdkmcet « sucb, mais les haplotype
«nord » ne forment pas un clade monophylétiqguenambre plus impoant d’individus
analysés pour atp8/trnS montre que les deux groapesies distributions géographiqt
contrastées, le groupe « norétant présent entre 14°S et 21°S, tandis qualierhaplotypt
« sud » est observé entre 26°S et 41°S. La souststr dans le clade sud suggérée pa
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marqueurs RuBisCo spacer et ITS1 séparant LtHCCadiss localités, nécessiterait d’é
confirmée par un échantillonnage plus importang.(Ei10 et 1.11).

Il est intéressant de remarquer que l'importareéadliférenciation entre les group
nord et sud dépend des marqueurs (si on excleedditt LtHCO): une mutation les sépare
pour atp8/trnS et ITS2, tandis qu’il y a deux astnmutations (en fonction des haplotyp
pour RuBIiCo spacer, et trois a qugbaur ITS1. Ce faible nombre de mutations contrpat
rapport aux forts taux de mutation de ces marqutrass polymorphes chez nigrescens
(atp8/trnS et ITS1).

Les trois populations pour lesquelles un nombreoitgmt d’individus (entre 10 et -
individus) a été analysé montrent la présence d’'un arigplotype pour atp8/trnS, donc 1

diversité intra-population nulle (Fig. 1.10).

D. Discussion: histoire évolutive des especes et origil

de la zone de transition

1. Histoire évolutive de L. nigrescens importance du processus d

Spéciation

L'étude de phylogéographie de nigrescensa révélé la présence de deux ligr
divergentes au sein de cette espéce morphologmpselignées étant présentes de pa
d’autre de la zone de transition biogéogrgpki30°S. A I'aide d’'un échantillonnage couvr
une partie importante de l'aire de distribution bespéce, ['utilisation de marquet
provenant des trois compartiments génomiques a rénamqiie cette zone de transit
biogéographique correspondait a udescontinuité génétique marquée. Des différe
importantes entre marqueurs ont cependant été waeser concernant lintensité de
divergence génétique. Les marqueurs sont égalewdlisobrdants sur la présence d't
seconde discontinuité génétiqgue £RX7Les scénarios qui peuvent étre a l'origine ds

patrons phylogéographiques sont discutés ci-dessous
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a) Une discontinuité génétique a 30°S

Tous les marqueurs ont montré la présence d’'wstuiinuité génétique au seinlde
nigrescens différenciantla Province Péruvienne (PP) de I'Aire IntermédiafAl). Cette
concordance entre marqueurs, bien qu’il y ait a#érdnces de topologies, suggere forten
gue la cause principale de la divergence entredigest due a un facteur externe. Il estiains
possible d'écarter I'hypothése de la dérive (origib@chastique) et de la sélection sur
région particuliere du génome comme mécanisme resgpte de la discontinuité géenétic
observée entre ces deux régions biogéographiques.

Pour tous les marqueurs, des valeurs importantdsodtstrap et de probabilités
posteriori ont été observées. Une monophylie réciproque acétstatée pour les de
marqueurs ayant les taux d’évolution les plus irtgpas (atp8/trnS et ITS1Teci contrast
avec les marqueurs a taux de mutation faible (I€SRuBisCo spacer) qunontraient uni
topologie ou la lignée monophylétique PP est endeottans la lignée Al. L’informatic
complémentaire apportée par les réseaux d’haplstymique que I'absence de monoph
réciproque est certainement liée a la rétention d’allalesestraux dans la lignée Al pour
deux marqueurs. La lignée PP monophylétique enbqigtit étre une étape intermédie
avant une monophylie réciproque (Omlaetdal, 2006 ; Avise, 2000). Ce type ghatron pet
avoir lieu lorsque la dérive génétique élimine pesgivement les alleles ancestraux
certaines populations plus rapidement que dansrd@pbpulations, du fait d’'une plus falil
taille efficace ou de fluctuations démographiqu2ans le cas de. nigrescensla différence
de topologie des arbres peut cependant étre idtémcomme la conséquence des différe
de taux de mutation entre marqueurs. En effetdéemeées de la littérature suggérent g
marqueur ITS1 a un taux de mutation plus élevélf8e (ex : pouMacrocystissp. : Coyer
et al, 200). Le RuBisCo spacer est généralement considéréneoétant plus conserve ¢
les ITS, chez les Phaeophycé®eon et Boo, 1999 ; Harvey et Goff, 200&a comparaiso
du polymorphismentre neuf especes de Laminariales et trois esjpecEacales a égaleme

montré que RuBisCo spacer était plus conservé ipé&mS (Engekt al, 2008).

b) Datation de la divergence entre les lignéek.dd@grescen®t scénarios possibles

Pour les deuxmarqueurs montrant une monophylie réciproque, tadce entr
lignées est du méme ordre de grandeur que lesxdestantre les autres espéces essonia

incluses dans cette étude. Ainsi, pour ITS1, nauss observé une divergence entre
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lignées PP et Al aussi importante que celle erdseedspecet. vadosaet L. corrugatg
especes présentes I'une a l'est, l'autre a I'odesfocéan Pacifique sud. Plus généralen
la divergence pour ITS1 entre les lignées PP aetsAldu méme ordre de grandeue celle
décrite entre espéces de Laminariales phylogénétiguieproches, comme entre les esp
européennekaminaria digitataet Laminaria hyperbored3,1% de divergence pour ITS1
ITS2, Ertinget al, 2004) ou entre les especes japonaisésadenaria(3,4 a 4,2% pour ITS:
Yotsukuraet al, 1999. De plus, nous n'avons observé ni introgressitnedes lignées Al ¢
PP ni présence des deux lignées au sein d'une nié@caéité, quelque soit le nomb
d’individus analysés par localité. Le clonage lderégion ITS a montré que les multip
copies détectées au sein d'un méme individu proen toujours d’'une seule ligne
L’absence de flux de génes entre lignées suggétenient la présence de deux esp:
cryptiques avec une date de divergence ancienne.

Notre capacité a estimer le temps depuis la stparales deux lignées de.
nigrescensest limitée par I'absence de registres fossilexetée espece et par I'absel
d’événements géologiques ou paléontologiqgues matgudans cette région. Liwmation
indirecte de I'horloge moléculaire pour le RuBis§pmacer suggére que la divergence a et
entre 0,250 et 1,698 millions d’années (Ma). Malgrénanque de précision de notre datat
nous pouvons conclure que la divergence entreifgeeds st ancienne et proche de
divergence avec I'espece-saturtrabeculata La divergence entre lignées a certainemet
lieu bien avant le dernier maximum glaciaire, cdést comme le facteur historique ay
faconné les patrons phylogéographiques de nomlseespeces marines (Avise, 2Q00
Dawson, 2005 ; Maggst al, 2008). La plupart des zones de transition bioggugques
cOtieres étudiées dans le monde correspondent uie ldes barrieres historiques
contemporaines a la dispersion et ces basiént été considérées comme la cause princ
des discontinuités génétiques révelées par leeetdd phylogéographie. Dans le cas ¢
zone de transition du Pacifique sesk-située entre 30°S et 33°S, I'hypothese deiaitee es
au contraire difitilement soutenue, du fait de l'absence de preuyéslogiques o
paléontologiques qui auraient pu séparer PP etphkbximité de ces latitudes (Camus, 2001).

Une hypothese alternative peut étre proposée pqiligaer le patron observé d'u
lignée PP mboitée dans un groupe ancestral d'alleles Al. eCetipologie pourra
correspondre a une expansion d’aire soudaine depuggoupe réduit d’allele®ans ce ca:
la forte différen@tion génétique entre les populations sources wl et les région
nouwellement colonisées au nord pourrait étre la camsgéce d’'une forte dérive génétiq

associée non seulement aux effets de fondation émgilement a I'expansion d’aire (ge
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surfing ; Excoffier et Ray, 2008). Cette hypothe&st corroborée par le fait gue genre
Lessoniaest considéré comme un taxon d’origine subantaretajapres ses caractéristiq
écologiques et physiologigues (Santelices et Menex@0(), caractéristiques s’appliquan
'ensemble de ces grandes algues brunes (apped#es) kuipeuplent les régions d'ea
froides a tempérées mais qui sont presque inexestal@ns les régions tropicales (Steneick
al., 2002). Les analyses de « match-mismateififectuées pour le marqueur atp8/trnS au
de chacun des clades appuient égaleffeyriothése d’'une expansion spatiale du clade N
probablement lié a la colonisation vers le nord.

Si on accepte cette hypothese d’origine plus técda la lignée PP, dg scénario
peuvent expliquer l'origine de la discontinuité gimée : (i) unchangement des conditio
environnementales et (ii) une adaptation aux carditenvironnementales de la région n
Des données de paléaéanographie seraient nécessaires pour déterrianatate, le
fréequence et I'importance des changements climasigyant eu lieu le long des co
chiliennes entre 0,250 et 1,698 Ma avant notre lege.régimes de résurgence apportan
eaux froides et riches en nutriments vers les cg#asblent avoir été globalement persist
depuis l'instauration du Systeme du Courant de HildilfHSC, Thielet al, 2007. Ces eau
froides favorisant la présence des populations tfeskeinstauration du HSC pourrait avi
favorisé I'expansion d’aire d’especes d'eaux teréegrfroides vers le nord. Les datati
concernant l'istauration de ce systeme océanographique compbexespendant forteme
divergentes en fonction des auteurs, entre 1,6N&bMeta (voir pour revue Camus, 200&t
cette période n’est que peu chevauchante avecakes @stimées pour la divergence €
lignées dd.. nigrescens

D’un autre c6té, une adaptation a des conditiongr@amementales particulieéres
nord de la latitude 30°S est un scénario qui néedssprésence de forts facteurs de sélet
qui auraient affectés I'ensemble du génomesdélaction est généralement considérée co
trop faible dans les populations marginales pourdage a une adaptation locale face
forts effets de la dérive génétique et du fardeésmndigration depuis les populations centre
(Bridle et Vines, 2007)Cependant, I'hnypothese d’une mutation bénéfiqupeg pas étr
éliminée, en particulier si cette mutation associée a de forts effets de fondation lors «

colonisation du nord.

Quelles que soient les circonstances spécifiquedmt provoqué’éxtension d’aire
vers le nord, ce scénario est un cas intéressanegrobable spéciation par bourgeonner
(ou péripatrique), menant a une lignée PP généplegient emboitée dans une lignée
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pour les marqueurs a faible taux d’évolution. Lesmeples concernent généralement des
de spéciation suite a la colonisation d’'iles depiisontinent (ex iles de Macaronésie pc
une espéce de plante : Vanderpoorten et Long, 200@)epuis d’autres iles (exespece d
Lépidoptere dans les les Galapagos : Schatitd, 2006 ou le cas d’'une espéce phytoph
généraliste donnant naissance par « bourgeonnema&ntine espece d’insecte spécia
(Morse et Farrell, 2005 A notre connaissance, ce type de processusihjavaais été décr

en environnement cotier marin.

c) Discordance entre marqueurs : une seconde disod@tgénétique a 27°S ?

En plus de la discontinuité phylogénétique majalservée pour tous les marque
atp8/trnS montre une seconde discontinuité géngtaquour de 27°S de latde, avec un
division de la lignée PP en un clade Z30 et un cldded, tous les deux trés fortem
soutenus. Ces deux clades divergent par un polymiswne a la fois d’indel et de substitutit
De plus, la divergence entre ces deux clades estéioe odre de grandeur que la divergel
entre Al et chacun de ces clades PP, suggérantndgat une origine ancienne de ¢
discontinuité. La distribution géographique des detlades est disjointe, avec L
discontinuité abrupte entre 27°12’'S et 27°41'S, ismaucune zone de transiti
biogéographique ou écologique n’a été reportéetta taitude (Camus, 2001 ; Thiet al,
2007).

La discordance entre ce marqueur mitochondrial est inarqueurs des aut
compartiments génomiques suggére que cette sedbsctEntinuité génétique pourrait é
expliqguée par l'effet de la sélection ayant affecté uniqguetmke génome mitochondrie
Ballard et Rand (2005) et Bazeat al. (2006) ont discuté de I'importance de la sélecsar
I’évolution de ce génome, en partien du fait du role de la mitochondrie dans dasctmns
physiologiques importantes, telles que la respimatcellulaire. Par autstop, la régiol
intergénique atp8/trnS pourrait avoir été affeqpé@e la sélection et la discontinuité a 2
pourrait réléter une adaptation spécifique a un environnenphug fortement influencé p
les événements ENSO ou a une température de sutadeau plus élevéeeCastilla ef
Camus, 1992 ; Camus, 2001). Pour tester ce poétifgpue, il serait nécessaire de isat
des études de physiologie dans les différents e@mvéments et de tester le réle du gén
mitochondrial dans des adaptations potentielles enuironnement spécifique.

Une hypothese alternative est que la discontinpfiglogéographique a 27°Stes

d’origine stochastique, c’est-a-dire déterminée fmrdérive génétique les marqueur
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mitochondriaux, en particulier pour les especesibld capacité de dispersion, sont
susceptibles de montrer des discontinuités phylgg@hiques « par hasasd que les
marqueurs nucléaires en I'absence de barrieresdésparsion (Irwin, 2002 Kuo et Avise.
2005. L'absence d’alléles partagés entre les cladesl MbrZ30 pour atp8/trnS mais au
pour les trois autres marqueurs et le nombre impod’individus analysés dans cette réec

suggerent une absence de flux de génes entre fiopslaituées de part et d’autre de 27°S.

d) Des flux de génes limités a I'intérieur des lignéesine structure singuliere de

la zone de transition

Au sein de chaque cladaitochondrial, I'analyse populationnelle confirnte tres
faible capacité de dispersion de ce complexe despedéja reportée par Faugemnal
(2005). Dans la Région de transiti@gminée par des individus de la lignée PP, nooss
observé une distribution en «tachkesle plusieurs populations, exclusivement consg
d’individus de la lignée Al. De rares évenementdidpersion a longue distance depuis
populations Al plus au sud pourraient expliquetecstructure en taches. De plus, eg¢rgn
est cohérent avec la présence des courants géanérdlerientés vers le nord. Il est cepent
difficile de distinguer ce scénario d’un scénar@rdodification des aires de distribution
aurait pu avoir lieu par le passé. Quoigu’il ent,sibiest néanmoins remarquable d’obsel
que, probablement a cause d’'une capacité de dispdmnitée, les deux lignées n'ont
étendu leur aire de distribution au-dela de ceégiéh de transition (29°03'S-30°14’S).

Cette tres faible dispersion assocébabsence de flux génique peut avoir contri
au maintien de la signature génétique pendantamgue période de temps (Irwin, 200En
effet, aucun génotype multilocus mixte (contenaed dlleles des deux lignées Al et PP)
étée observeé, malgré un échantillonnage importans tia Régiorde transition. De plus, et
fagcon concordante avec le patron général de morghisone intrgpopulation, chaqu
population échantillonnée dans la Régamtransition est fixée soit pour des alléles s
pour des alléles Al. Cette Régiade transition ne correspond donc pas a une zot
transition avec un remplacement graduel d’'une bgpér 'autre, mais plutdét a une zone
parapatrie, avec une aire de chevauchement entreedpeces. L'importance du presas de
spéciation observé chéz nigrescen®t les mécanismes contribuant au maintien de gjnitt
des lignées feront I'objet du second chapitre. Nlomuss focaliserons en padi@r sur cette
Région de transition, ou les deux lignées sontgmtés dns des sites séparés par

distances geographiques insuffisantes pour empéwmtier dispersion.

103



Chapitre 1

2. Une histoire différente pourL. trabeculata

Les données obtenues paurttrabeculatasuggérent une histoire différente de celle
L. nigrescensLe nombre d’individus analysés par marqueurigstd (six a 68 individus e
fonction du marqueur, Tabledw?), du fait de difficultés rencontrées lors dextraction
d’ADN. Néanmoins, nous pouvons remarquer certadliésrences entre les deux espece
LessoniaétudiéesNotre échantillonnage nous permet tout d’abordaddioner que I'aire d
distribution deL. trabeculatas’étend au moins entre 14°03'S et 41°48'S. La gmés de
I'espece au nord de 23°S avait été préalablemegésae par Villouta et Santelices (1986).

La majorité des marqueurs utilisés montrent Quaigrescenset L. trabeculatasont
des especeseeurs, proches phylogénétiqguement. La discordéremrnaée pour ITS2, avec
clade formé des haplotypes de trabeculataet L. flavicans pourait étre due a d
I’'homoplasie ou a de la rétention de polymorphismeestral, ce marqueur montrant un fa
taux de mutation. La proximité phylogénétique enitre nigrescenset L. trabeculata
également montrée par Laaeal, (2006), suggére que tivergence entre les deux espéec
eu lieu dans la région Al, au nord de 42EStfabeculatan’étant pas présente plus au suc
serait associée a une adaptation a I'habitat idédrtpour L. nigrescens L’absence
d’haplotype partagé entte nigrescen®tL. trabeculatay compris pour les localités ou el
sont en sympatrie et pour les marqueurs de faghlg e mutation, suggere que lisolem
reproducteur entre ces taxa est complet et ancien.

La distribution de la diversité génétique entrerquaurs chez.. trabeculataest
clairement différente de celle de nigrescensLes marqueurs considérés comme ayan
taux de mutation élevés (atp8/trnS et ITS1) montuenfaible polymorphisme, alors que
RuBisCo spacer montre la plus forte variaBilavec quatre haplotypes détectés su
échantillonnage de sept individus (a comparer &@elaplotypes pour 127 individus pdur
nigrescenk De plus, les haplotypes centraux du sud (rs&04u nord (rs102) sont sépa
par deux mutations, soit unésthnce égale a celle entre les haplotypes cenfenoestraux
delL. nigrescengrs7) etL. trabeculata(rs104).

De facon similaire au patron observé pdur nigrescens les populations de..
trabeculata étudiées au niveau intra-populationnel (troisaldés, 10 a 29 individus p
localité) pour le marqueur atp8/trnS montrent uryparphisme nul. Cependant, tandis
les haplotypes dé&. nigrescensse caractérisent par unelig étendue géographique
150km en général, une exception de 350km), lesohgms del. trabeculatasont présent
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sur de trés grandes étendues cotiéres : 430km liamotype atpl02 au nord et 2050
pour I'haplotype atp101 au sud.

En conclusion, chez. trabeculata il semble qu’il n'y ait pas de discontinu
génétique marquée correspondant a la z&ansition biogéographique 30°S, mais qu
différendation existe entre des individus situés au nor@IiS et ceux au sud de 26°S. C
discontinuité génétique correspondrait plutoét aikcontinuité observée poue Imarqueu
atp8/trnS chet. nigrescengdiscontinuité a 27°S) qu’a la zone de transitiwgéographiqu
décrite entre 30°S et 33°S. Un échantillonnage plysortant est cependant absolurr
nécessaire afin d’inférer correctement l'histoire cktte espee. Les différences de tra
d’histoire de vie entre les deux espéeces et leomséguences possibles sur la distributio

la diversité génétique seront discutées dans teprivante.

3. Comparaison entre especes : histoire de la zone tansition et

importance des traits d’histoire de vie

Notre étude de la phylogéographie de deux espdeedaminariales,Lessonie
nigrescenset Lessonia trabeculataa mis en évidence deux histoires contrastées,chie ce:
especes soient phylogénétiqguement proches et @ésntraits d’histoire de vie relativement
similaires. Nous discuterons tout d’abord les faxtequi peuvent étre a l'origine de
différence observée entre ces espéces, puis naupacerons nos données avec Ce
d’autres espéeces présentesg@réegion d’étude, afin d’'inférer plus préciséménistoire de
la zone de transition biogéographique 30°S. Ceattaparaison entre espéces nous perm
de tester les hypothéeses de phylogéographie pé&seah introduction de ce chapitre, a s¢
la corrélation entre capacité de dispersion et siracphylogéographique et la concorda
géographique des discontinuités phylogénétiquee éaka d’'une part, et avec la eode
transition biogéographique d’autre part. Nous teerons en présentant lesécanisme
pouvant contribuer au maintien de cette zone desitian biogéographique.

a) L. nigrescenset L. trabeculata: des histoires différentes sur une méme air

distribution

Le patron de structure génétique contrasté eafr@léux especes-scelrsnigrescen:

etL. trabeculatapourrait étre la conséquence de deux types dérelif€es (i) des différence

105



Chapitre 1

intrinséques entre especes (capacité de dispefsaditat, taux de mutation) et/ou (ii) ¢
différences dans I'histoire des especes (expansémentevs. ancienne, différence «
perception des barrieres passées a la dispersion).

Tout d’'abord, la présence plus fréquente d’indisidleL. trabeculataéchoués sur le
plages suggere quie. trabeculataprésenterait une capacité de dispersion a plusdgra
distance qué. nigrescensUne étude de génétique des populations a I'aadeaalqueurs plt
variables (type microsatellites) permettrait detdespécifiguement cette hypothese. |
résultats concordent également avec I'hypothesdaystructure génétique attendue esispl
faible dans I'étage subtidgue dans I'étage intertidal, du fait des condgi@ius homogene
en subtidal (Marko, 2004 La ségrégation par la hauteur sur I'estran respendant relativ
entre les deux espécesldessonig il n'est pas rare d’observer des individusLdaigrescen:
en subtidal, jusqu'a 5 m de profondeur, et desvidds del. trabeculataen intertidal
généralement dans des flaques restant sous I'eaarée basse (C. Olivares, com. per:
obs. pers.).

Ensuite, la plus grande variabilité génétique ol pourl. nigrescengourrait étre
liée a des différences de taux de mutation effickteansemble des arbres phylogénétiq
montrent en effet des différences de longueur dedires entre les troiaxa identifiés : le
branches des haplotypes de la lignée PP sont eammeyplus longues que celles de la lic
Al, elles mémes plus longues que celled dxabeculata Baeret al. (2007) recenserguatre
hypothéses pour expliquer les différences de tauxndttion efficace entre especeg)
I'hypothese du systeme de réparation de I’ADNaccumulation de mutations dépend
I'efficacité du systeme de réparation des dommagdsDN ; (ii) I'hnypothése de différence
de taux métabolique : un taux métabolique impora@mtaine une plus forte prattion de
radicaux libres, entrainant des dommages a I’ADNretaux de mutation plus important ;
(i) I'nypothese du temps de génératioa taux de mutation égal, plus le temps de géinér
est court, plus les especes ont la possibilitéatiamler des mutations au ceut’'une périod
de temps donnéeet (iv) la sélection variable. Cette derniére hijgst est liée a la théo
quasi-neutraliste de I'évolution : la plupart destations ont des effetsibdement délétére:
de telle fagcon que leur évolution est inversemig¢et & la taille efficace des populations et
la dérive prédomine sur la sélection purifiante.t@#ux de mutation égal, les peti
populations sont donc susceptibles de montrer ux tee mutationefficace (mutations
accumulées) plus important que les grandes popuokatll est souvent difficile de différenc
ces quatre hypothéses pour expliquer une différdedaux de mutations entre espéces,

elles peuvent étre discutéesfenction des connaissances sur la biologie des dspéces c
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Lessonia La croissance des frondes est plus rapide dhemrabeculataque chezL.
nigrescens mais s’accompagne d’une forte érosion distaléragrant une croissance ne
proche de zéro chez cette espéce (Tala et EAdd@, ;2Vasquezt al, 2008. L'’hypothese
d’'un taux métabolique plus important pour expliqguartaux de mutation plus élevé chez
nigrescensest donc difficilement soutenue par ces données.c&pant le temps
génération, la taille a premiére maturité est diiffia évaluer chek. trabeculatadu fait de le
croissance quasiment nulle des adultes, et 'agatarité n'a pas été estimé (Vasqetal,
2008). Les études chéz nigrescensnontrent cependant que lesa&éristiques de taille
age a maturité dépendent fortement des conditmradds (latitude, exposition aux vagues
de facteurs anthropiques (pression de récolteguceomplique la comparaison entre espt
(Vasquezet al, 2008). En revanche, feagmentation plus importante des populations dia¢
restriction de I'habitat sur la bande étroite desifan pour.. nigrescenssuggére que le
tailles efficaces des populations sont effectivenpdus faibles que pour. trabeculata(Thiel
et al, 2007; S. Faugeron, com. pers.) et pourraient donc guel, en partie, la différen
observée dans les taux de mutation efficace éntt@beculataet les lignées PP et Al de
nigrescens

Enfin, les patrons phylogéographiques contrasté® k. nigrescenst L. trabeculata
pourraient témoigner d’'une histoire différente erdes especes. Premierement, il est pos
gue la structure phylogéographiquelddrabeculatan’ait pas été affectée par les évenem
anciens relatifs a la zone de transition biogéodcagh 30°S si I'histoire de cellg- est
marquée par une expansion d’aire récente, probablieassociée a une colonisation depu
sud vers le nord. Deuxiemement, il est égalemensilplesque les deux espéces diffel
quant a leur perception de barrieres passées amxg#niques suite a@es différence
physiologiques, ce qui rendrait compte de la disdente entre leur patrc
phylogéographique. Par exemple, diverses publicatroontrent que (i) la tolérance au
hautes températures est plus faible plounigrescengque pourL. trabeculata(survie de:
gamétophytes et des sporophytes en laboratoireersPet Breeman, 1983mortalité de
sporophytes en populations naturelles suite auxi@ments El Nifio (Vegat al, 2005;
Martinezet al, 2003 ; Fernandeet al, 1999, et que (ii) la tolérance aux radiations UV
eégalement plus faible chdz trabeculataque L. nigrescengexpérience effectuée sur
stades microscopiqueslala et al, 2007). Dans le paragraphe suivant, la comparaageo
d’autres études de phylogéographie effectuées dmnsiéme région géographique
permettre de discuter comment les traits d’histdeevie faconnent la réponse des espel

un méme événement historique.
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b) Comparaison entre especes a traits d’histoire decwntrastés mécanismes

I'origine de la zone de transition 30°S et contaibua son maintien

Les caractéristiqgues des différentes études deogégbraphie et de génétique
populations qui ont été realisées sur des espeeemean traversdnla zone de transitic
biogéographique 30°S sont résumées dans le TabléaCette synthese de la littérat
incorpore des mémoires de thése récents, ainsidgseéléments d’articles publiés en
préparation. Seules les études ou le nombre diohabvetait supérieur a 1 individu par site

ou la région comprise entre 29°S et 31°S était éaudnt été retenues.

Une absence de discontinuité génétiqgue associee zbre de transitionibgéographique
30°S (six especes)

Des études de phylogéograplpebliées ou en cours montrent une absenc
discontinuité génétiqgue au niveau de la zone desitian biogéographique 30°S pour
variété de taxa, incluant des algues, des inverséimarins et une espéce de poisson. La
étude publiée dans la région détude concerne kéggode benthiqu€oncholepa
concholepaqCardenast al, 2009. Cette espece d’origine péruvienne est caracenml
une capacité de dispersion larvaire a grande distédurée de vie larvaire supérieure a trois
mois). Sa pesence dans les registres fossiles au sud ded#Of8itude a pu étre datée d¢
premiere moitié du Pléistocene. L’étude phylogéng&tia montré I'absence de discontin
génétique dans I'ensemble de I'aire de distributierf’espece (11°S-49°S), inant les deu:
zones de transition biogéographiquiEsrites au Chili (30°S et 42°S). Les auteurs éteyg
gu’'une expansion démographique a partir d’'un unibaglotype a probablement effacé
signature de structure génétique préexistante.eCetpansion démographique ch€z
concholepasa été estimée a environ 40D ans avant notre ere, en se basant s
distribution « match-mismatch pour le marqueur mitochondrial COI. Cette datxpansior
correspond a la période interglaciaire la plus lengtla plus chaude du Pléistocene, péri
favorable pour cette espece originaire d’eaux phaides (Ortlielet al, 2003).

Un patron similaire, avec une expansion démogoyehidatée a 2800 ans, a éi
observé pour la galathédeuroncodes monodpespée se caractérisant par une capacit
dispersion importante, avec tout ou partie du cyelevie pélagique (P. Hayeom. pers.). L
poisson benthiqueTrachurus murphyi montre également une absence de stru
phylogéographique sur I'ensemble de son deedistribution, incluant la Nouvelle Zélar

(Cardenaset al, soumi3. Un signal d’expansion démographique a égalerdé&ntobserv

108



Tableau 1.6 : Comparaison des patrons de structurain génétique d’espéces marines traversant la zode transition biogéographique située autour

de 30°S.Seules les études incluant des sites situés defpdidutre des latitudes 29°S-32°S et présentemiddnnées populationnelles sont indiquées. Pou
chaque espece, sont indiqués les principaux ttditstoire de vie, les caractéristiques de I'étgdeétique et ses principaux résultats, ainsi qguaulgeurs de
travaux. aire : aire de distribution connuehabitat: type d’habitat (pélagique, rocheux ou sableuxpa@sition sur I'estran pour les espéces sessiles
dispersion(durée): indique la phase de dispersion et sa duréeajétvide génétiqueindique les caractéristiques des études géemiicpalisées : étendue de
l'aire d'étude (égion), le nombre d’individus et de sitedlifid et Nsiteg, le type de marqueum@arqueur: mitochondrial (mt), nucléaire (nu; msat:
microsatellites), la concordance d’'une discontiépihylogéographique avec la zone de transitionéaiggaphique 30°Sdisc. phylo. 30°F sa localisation
géographiqueldcalisatior) et le type de zone de transitidgpe disc. phylo: lignées a distribution chevauchantes ou ndngi gue la présence d’'un signal
d’expansion démographique réceeg. démg. Les datations pour les évenements de divergeindexpansion démographique sont indiquées datexte.

ND : donnée non disponible.

Espéce Traits d’histoire de vie Etude génétique
(nom T . Disc. . . Auteurs
) Classification . . . } . .- Nind Locali- Type disc. Exp.
vernaculaire) Aire Habitat Dispersion (durée) Région (Nsites) Marqueurs psh(%/lg. sation phylo. demo.
Espéces sans discontinuité phylogéographique a 30°S
Concholepas Mollusque, 6°S — 56°S rocheux, larve planctonique 11°S— 337 ind COlI (mt) non - - oui L. Céardenas,
concholepas Gastéropode intertidal (>3 mois) 49°S (14 sites) J.C. Castilla,
(loco) et subtidal F. Viard (2009)
Pleuroncodes Crustacé, 6°S — 42°S forme variable selon la forme 6°30'S— 44 ind COlI (mt) non - - oui P.A. Haye,
monodon Décapode bentho- mais importante 36°60'S (9 sites) P. Salina,
(galathée rouge) pélagique E. Acufia,
et forme E. Poulin
benthique
Cancer setosus Crustacé, 18°S —-46°S sableux et larve planctonique 20°00'S- 359 ind allozymes non - - D. Gomez-
(crabe soyeux) Décapode rocheux, (60 j) 41°50'S (6 sites) et AFLP Uchida,
subtidal et al. (2003)
Jehlius cirratus Crustacé, ND rocheux, larve planctonique (13- 28°23'S— 159 ind COI (mt) non - - C. Zakas,
(balane) Maxillipode intertidal 31j) 34°24'S (6 sites) J. Binford,
haut S.A. Navarrete,
J.P. Wares
Macrocystis sp Phaeophycée, Pacifigue Est, rocheux, spores a faibles distance, 18-56°S ND atp8/trnS (mt), non - - E. Macaya,
(huiro) Laminariale Nouvelle subtidal individus adultes ITS (nu) J. Plana,
Zélande dérivants  sur longues S. Faugeron,
distances (radeaux) J. Zuccarello
Trachurus Perciformus,  Chili, pélagique pélagique et migratoire 20°07°S- 173 ind région controle non - - oui L. Céardenas,
murphyi  (jurel, Carangidae, Nouvelle (cycle de vie complet) 39°37'S (3 sites) (mt), A.X. Silva,
chinchard) (poisson) Zélande, msat (nu) A. Magoulas,
Tasmanie J. Cabeza,,
E. Poulin,
P. Ojeda

(soumis)

=
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Tableau 1.6 (suite) : Comparaison des patrons dergtturation génétique d’'espéces marines traversantlzone de transition biogéographique 30°S.

Espece Traits d’histoire de vie Etude génétique
(nom Classification . . . . . .- Nind Disc. phylo. Locali- Ttype disc. Exp. Auteurs
vernaculaire) Aire Habitat Dispersion (durée) Région (Nsites) Marqueurs 30°S sation bhylo. demo.
Espéces montrant une discontinuité phylogéographigumarquée entre 30°S et 33°S
Notochthamalus  Crustacé, ND rocheux, larve planctonique 28°23'S— 190 ind COI (mt) oui 30-31°S discontinuité C. Zakas,
scabrosus Maxillipode intertidal (20-37j) 34°24'S (9 sites) EF1 (nu) des fréquences J. Binford,
(balane) moyen alléliques S.A. Navarrete,
J.P. Wares
Mesodesma Mollusque, 5°S —42°S sableux, larve planctonique 18°18'S— 60 ind COI (mt) oui 32°21'S- distributions oui, pour  G. Peralta,
donacium Bivalve intertidal (26-28)) 42°38'S (12 sites) 33°57'S chevauchantes chaque J.C. Castilla,
(macha, couteau) et subtidal avec sympatrie lignée E. Poulin
Crepipatela Mollusque, 20°S - 43°S rocheux, absente : 28°29'S— 253 ind COI (mt) oui 29°28'S-  distributions peu A. Brante,
dilatata Gastéropode intertidal développement direct 33°23'S (10 sites) 29°58'S chevauchantes, M. Fernandez,
(crépidule) et subtidal et fécondation interne parapatrie F. Viard
Excirolana Crustacé, 23°S - 41°S sableux, absente : ND ND COlI (mt) oui entre 30°S allopatrie oui, pour  A. Varela
hirsuticauda Isopode intertidal développement direct et et 32°S chaque P.A Haye
(puce de mer) fécondation interne lignée
Espéces montrant une structuration phylogéographige intermédiaire
Lontra felina Mammifere, 6°S — 56°S rocheux, femelles phylopatriques 13°00'S - 162ind 3 marqueurs oui, 30°14'S allopatrie non J. Vianna,
(chungungo, Carnivore grottes 42°00'S mt parmi parmi G. Medina-Vogel,
loutre marine) marines d’autres d’autres P. Ayerdi,
H. Zeballos,
M. Apaza,
S. Faugeron
Codium sp. Chlorophycée 25-38°S rocheux, faible 25° 00'S— 112 ind marqueur mt légere graduel cline de non A. Gonzélez,
Bryopsidale intertidal bas 38°00'S 10 sites fréquences M.T.K Arroyo
a subtidal alléliques M. Valero
J. Correa

B. Santelices
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Chapitre 1

chez cette espece, mais serait bien plus récesiig(poiaire, E. Poulin, com. pers.).

Une absence de discontinuité pig@ographique a été observée également po
cirripéde,Jehlius cirratus(Zakaset al, soumi$, tandis que des données génétiques (AFI
allozymes) ont montré I'absence de discontinuit@égigue au sein de I'aire de distribution
crabeCancer setosu@&Gomez-Uchidaet al, 2003).

Enfin, l'algue brune géantdlacrocystis pyriferamontre aussi une absence
discontinuité phylogéographique autour de la zonetrdaesition 30°S. Cette espéce
caractérisée par une trés faible structure phylp@gdhige sur I'ensemble de son aire
distribution, incluant toute la cote chilienne @usu Cap Horn), la Nouvelle Zélande
'Amériqgue du Nord (E. Macaya, com. pers.). Bien’ilqs’agisse d'une espece
Laminariales, comme les especes ldsssonia sa capaté de dispersion est considé
comme remarquablement importante, du fait de Iaguée de structures de flottaison
niveau des frondes. La formation de radeaux fladtamtluant des individus ddacrocystis
matures et libérant des spores est commune ledeagotes chiliennes et perndetespect
de disperser sur I'ensemble du Pacifique entradéasc hémisphéres (Macay al, 2005;
Thiel et Gutow, 2004). L'origine de cette especasdies eaux du Pacifiqugud a été daté
entre 0,01Ma et 3Ma (Coyet al, 2001).

Toutes ces espéces qui montrent une absence aatiisité génétique dans la zc
de transition biogéographique 30°S sont carac&gisgar une capacité de dispers
importante, en concordance avec I'’hypothése 2 ddéogéographie (Encadré 1.1) est
intéressant de remarquer que pour ces mémes esjoesqae leur aire de distribution s’éte
au sud de 42°S de latitude, elles ne montrent paglus de discontinuité génétique asso
a la zone de transition biogéographique 422S doncholepasM. pyrifera). Pourtant, cett
zone de transition implique des événements histesiguiés aux glaciationet aux
mouvements tectoniques du Quaternaire, et desbesra la dispersion contemporaines, |

aux courants et a une différence marquée de I'alasalinité, exposition aux vagues).

Une forte discontinuité génétique séparant deuxdasp (cing espéeces)

D’autres études de phylogéographie en cours monteamtrevanche, un patr
similaire a celui dd.. nigrescensavec une fde divergence génétique associée a la zot
transition biogéographique 30°S. C’est le cas pdaotochthamalus scabrosuygirripede,
Zakaset al, soumis) Mesodesma donaciu(@ macha », bivalve, Peralta, 2008)epipatella
dilatata (gastéropode, A. Brante, com. pers.Egtirolana hirsuticaudgisopode, P. Haye

com. pers.). Dans ce groupe d’especes, les trdiistoire de vie sont contrastésspece
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intertidales et subtidales, especes d’habitat nochet des plages de sable, espéc
développement direct (absence de phase larvaiagigék) ou avec unghase larvaire allal
jusqu’a cing semaines (Tableau 1.6). peésence d’une discontinuité phylogéograph
correspondant a la zone de transition biogéograpghi80°S n’est donc pas limitée aux
especes a faible capacité de dispersion.

Une datation de la divergence a 5,9Ma a été obtpaueM. donaciumen calibran
I'arbre phylogénétique a l'aide de registres fassilPeralta, 2008). Il est difficile
déterminer si cet évenement est contemporain deéegence des lignées chieznigrescens
(divergence datée entre 0,250 et 1,698 Ma), étannél la difféerence dans les méthode:
datation.

Bien que les différences d’échantillonnage limitéamtprécision des comparaisc
entre especes, gueut remarquer que la localisation de la discorténphylogéographigt
semble dépendre de la capacité de dispersion gesess Ainsi, la discontinuité semble ¢
abrupte pour les especes d’invertébrés a développedirect E. hisuticauda entre 303 et
32°S, position exacte non connu€, dilatata: 31°S) avec une absence de mélange
clades. Les especes d’invertébrés a phase lapélagique au contraimontrent une régic
de chevauchement des cladbk flonaciunt entre 32°21'S et 33°57’'S, soit environ RaD
de cotes) ou une discontinuité dans la fréquensectigles, chaque clade étant présen
'ensemble de la région détudeN.( scabrosus 28-34°S). Les discontinuite
phylogéographiques sont donc concordantes a I'lectéionale eme taxa et avec la zone
transition biogéographique a 30°S (hypothesest 3iiiede phylogéographie, Encadré 1.1).

Un signal d’expansion démographique des cladeggpesr a la divergence, a ¢
observé non seulement chéz nigrescens mais également chekl. donaciumet E.
hisuticauda(Peralta, 2008 ; P. Hayes, com. persabsence de datation de cet évenemel
nous permet cependant pas de préciser s'’ils sotémporains des expansions détectées
les especes ne montrant pas de discontinuité géeéti400000 ans pouwe. concholepas
(Cardenat al, 2009) et 250 000 ans pdar monodor(E. Poulin, com. pers.).

Des cas intermédiaires (trois especes) :

Trois especes montrent des patrons phylogéograhigtermédiaires et ne peuv
pas étre classées dans les deux groupes précéderagit deL. trabeculata de I'algue vert:
Codium spet de la loutre marinkontra felina(chungungo). Le cas de trabeculataa déje
été discuté et une analyse en utilisant des marsjyus polymorphg et sur un nombre pli

important d’individus et de localités permettraiintérer plus précisément sur I'histoire
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I'espece. Cependant, il est clair que cette especmontre pas une discontinuité généti
marquée correspondant a la zone de transition bgrgphique 30°S.

L'espéceCodium spmontre une structure phylogéographique peu prarmravec un
variation clinale de fréquence des haplotypes eftf& et 40°S (Gonzalezt al, en prep.
Ce patron est en accord avec le fait qu'aucuneodiswité biogéographique n’avait ¢
détectée chez les algues vertes dans cette rédameges et Santelices, 2000).

Enfin, la loutre marind.ontra felinamontre un patron phylogéographique égaler
peu prononcé le long des cbétes chiliennes, posséiielié au fait que cette espece
présente dans ces eaux depuis seulement 1430@DA®R&ns (Viannat al, en prep. Une
discontinuité de faible importance a été détect&®&® au niveau de la Punta Lengue
Vaca, mais cette discontinuité génétiqué @smportance similaire a celle de six aut
discontinuités observées entre 18°S et 40°S, dblseait liée au comportement phylopatric

des femelles (Viannat al, en prep.).

Inférer I'origine de la zone de transition biogéaghique 30°S

De la méne facon que pour comprendre I'histoire d’'une espicest nécessai
d’utiliser différents marqueurs moléculaires indggents, inférer I'histoire d’'une reégi
nécessite d'étudier I'histoire de taxa de traithistbire de vie variés. Les études
biogéographie déterminent la localisation des provinbegéographiques sur la base
aires de distribution de taxa ayant des traitsstbinie de vie et des tolérances physiologic
variés en incluant généralement des taxa de gropipdegénétiques diverd.es études ¢
biogéographie réalisées le long des cotes chilersi@ccordent a considérer la zone
transition biogéographique 42°S comme une discoidimaajeure, tandis qu’entre 18°S
40°S les résultats différent selon les groupesié&udillantde I'absence de discontinu
majeure (ex algues vertes) a des discontinuités importardgealisées souvent entre 3(
(ex : algues brunes) et 33°S (ex : algues rougasgrorea des patrons intermédiair
comme le remplacement graduel des especes sarmntiisité marquée (ex crustacé
peracarides) (voir pour revue : Camus, 2001 eelTdti al, 2007. Ces discordances en
études ont amené Camus (2001) a définir I'Aire rmtdiaire (Al) comme une zone (
transition entre la Province Péruvienne (BB)ord et la Province de Magellan au sud,
zone manguant de caractere biogéographique bieimi.dées résultats des études
phylogéographie montrent cependant une disconéimliylogéographique majeure pour ¢
taxa entre 30°S et 33°S t#itude renforcant ainsi I'hypothése de la présetitine zone d

transition biogéographique a ces latitudes.
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La zone de transition biogéographique 30°S estxemele pour lequel la capacité
dispersion seule ne suffit pas a expliquer lesopatrobserveés bien que l'absence «
discontinuité génétique soit observée uniquemert dee taxa ayant une grande capacit
dispersion, l'inverse n’est pas vrai (Tableau 1L@&s traits d’histoire de vie comme I'habi
(rocheux ou sableux) et I'étage sugdtran (intertidal ou subtidal) ne semblent pas pias
expliquer les différences observées entre taxal¢@all.6). On a vu que d’autres hypothe
devaient étre avancées, liées a I'histoire paréoeilde chacune des espéces.

L’'observation de patronphylogéographiques concordants entre especesads
d’histoire variés, comme c’est le cas ici, sugdarprésence d’'une barriére extrinséque
flux de genes ayant persisté pendant une longuedeerde temps (hypothése 3
phylogéographie, Encad1). Cependant, la difficulté réside dans l'idBcdition de cett
barriere a la dispersion. Les études de pat&Eanographie des cbtes chiliennes sugg
gu'une barriére physique totale dans le passé senmmbprobable, mais les données
permettent pas de décrire avec précision 'histdgda région depuish2a et d’identifier de:
traits océanographiques qui auraient pu étre assequés pour limiter fortement les flux
géenes entre deux régions (Camus, 2001). |l eshineque pendant le Quataire le niveal
des mers a montré des fluctuations importantes bée périodes glaciaires et interglacia
et aux mouvements tectoniques. Par exemple, darsysieme des Baies de Coquin
(ensemble des baies entre 29°S et 30°S), une temssgN avec un niveau des mers dm 50
au-dessus du niveau actuel a eu lieu il y a 1,49dwje de 4 autres lors des derniers(ED
ans (Le Rouwxet al, 2006. Les transgressions dans cette région ont eu gmséquence
connexion entre les différentes baiesaefiormation d’iles, comme par exemple au nivea
la pointe de Guanaqueros (localitées GUANA et TOBNdis que la Punta Lengua de Vace
restée émergée (localités PTLV2 et RLI, ceatle collines Altos de Talinay culminan
340 m au-dessus du niveaatuel de la mer). D’autre part, 'ensemble dedte chilienne
subi des variations importantes de températuréedea.lAinsi, des registres fossiles monti
la coexistence d’'une faune tropicale (aujourd’husestiée au nord de 6°S) et d’'une fa
d’eaux tempérées froides autour de 23°S durant laephdsrglaciaire la plus chaude
I’'hémisphére sud, il y a 400000 ans (Ortlieb al, 2003. Cette coexistence d’espé:
d’affinités contrastées suggere que la distributdes especes résulte d’une iatgion
complexe entre les courants apportant des massesuxd’ chaudes et I'activité d
résurgences. L'absence de discontinuité environneatee évidente autour de 30°S sug¢
gu'une combinaison de différents facteurs pouréie a l'origine de la deontinuité

biogéographique. Une connaissance plus précise cdesctéristigues océanographiq
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passées de la région serait nécessaire pour paaférer la chronologie des évenements
en particulier déterminer si les divergences obs=nefez les ng taxa sont la conséquer
d’'un méme évenement historique ou d’événementmdist

Des zones de transition biogéographiques marinesétintdécrites dans tous
continents, et sont généralement expliquées parcambinaison d’évenements géologiq
et de fluctuations liées aux cycles glaciairgsrglaciaires (température de I'eau et niveau
mers). Ainsi, pendant les périodes glaciaires de@Ma, le Détroit de Bass, entre
Tasmanie et I'Australie, était émergé et le sudlaldasmanie étaitadigné par des eal
froides, constituant ainsi une barriere a la disiper pour les espéces d'eaux tempé
chaudes du sud de l'Australie (Waters, 2008 ; Vgastral, 2005 ; Dawson, 2005 En
Floride, en Basse Californie et en Californie, itjone des zones de transitic
biogéographiques semble également liée a la présiaane barriere physique a la dispers
totale mais temporaire (péninsule) ou partielles(#t canyons altérant le régime de cour:
(Avise, 2000 ; Dawson, 2001 ; Dawson, 2005¢ub régions présentent cependant un pz
similaire au cas de la zone de transition a 30tSawcune discontinuité physique n'a
identifiée, que ce soit dans le passé ou actuelilemi¢ s’agit de la région du sueskt de
I'Australie (Etat de Nouvell&salle du Sud, prés de Sydney) et de la cote dja&idu Suc
De facon similaire, des zones de transitions bigggghiques ont été décriteane large zon
de transition avec un remplacement progressif dgeams subtropicales et tempérée:
Australie (Dawson, 2005 et trois zones de transition en Afrique du Seégasant de
provinces biogéographiques se différiant également par la température de I'eau (deebt
vers l'est, des provinces constituées principalenBaespeces d'eaux tempérées fesd
tempérées chaudes, subtropicales et tropicaleské®t al, 2008. Alors que les zones |
transition biogéographiques sont particulieremeatquées, les études de phylogéogra
des espéces traversant ces zones ont montré soiéhsence de distnuité génétique sc
une discontinuité peu prononcée (voir pour revue/gae, 2005 pour I'Australie et Teslet
al., 2008 pour I'Afrique du Sud). Seule la zone de transitlngéographique entre bic
d’eaux tempérées chaudes et subtropicales en AfdguSud correspond a une discontin
phylogéographique marquée comme attendu sous I'hgpet 3iii d’Avise (Encadré 1.1
L’absence de traits géologiques ayant pu provoguaervicariance suggere que la diverge
a eu lieu en parapatrie et que la agipartielle aux flux de genes est liee a dess
océanographiques similaires a ceux actuels, arskvprésence d’'une discontinuité dan
température de l'eau, associée a des changemenssl@® courants et a la présence

résurgences permanentes (Teske, 2008).
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Le cas de la zone de transition 30°S serait phitdilaire a celui de la transition en
biota tempére&haud et subtropical en Afrique du Sud, de partcéencordance ent
biogéographie et phylogéographie et de part I'atxsate barére physique a la dispersi
marquée.

L’adaptation divergente a la température a été mendans le cas d’'une espéce
crustacée sud-africaine, limitant la dispersion dephabitat subtropicaltempérature d
'eau entre 20°C et >26°C) vers 'habitat tempénawa (températures entre 14°C et 22°C
malgré la présence de courants favorables (Teskal, 2008. L'origine de la zone d
transition biogéographiqugd°S pourrait également étre liée a des traitsragfaphique pe
prononcés mais permanents dans le temps, agissamtne barriere « poreusea la

dispersion.

Possibles mécanismes contribuant au maintien dert@ de transition

Alors que des différences de température de I'eat IeSponsables du maintien !
discontinuités biogéographiques marines dans diftés régions du monde (eAfrique du
Sud, Teskeet al, 2008 ; Floride, Avise, 2000), la zone de transitbiogéographiqud0°S se
caractérise plutdt par un gradient latitudinal tespératures moyennes (Broitmanh al,
2001 ; Fig.1.12), ainsi qu’une variation temporelle et récnteede ces températures s

I'influence des événements ENSO.

La région autour de 30°S constitue cependant adijowirun des principaux centres
résurgence des cotes chiliennes, caractérisésnparadimum dans les vents favorables
résurgences (Thiadt al, 2007. A cette latitude correspond également une digwoitd dans
les régimes de résurgenckes vents favorables sont faibles mais persistantnord, tandi
gu’ils sont d’intensité forte, mais plus variablend le temps, dans le sud (Homazaiadl,
2004 ; Mackaset al, 2006 ; Figl1.13). De méme, la production primaire montre
discontinuité autour de 30°S, avec un patron phrsable dans le sud (Thomas, 1R9Pes
traits océanographiques particuliers sont égalerobaervés a mésechelle pres de 30°
pouvant entrainer soit la rétention des propagsdetsleur exportation vers le large, com
par exemple la présence de gyres (Homazabal, 2004) ou encore la productiore d
filaments d’eaux froides au niveau de la Punta uande Vaca et de la Punta Pajaros
deux extrémités du systeme des baies de Coquinmfol.E4 ; Marin et Delgado, 2007
Dans d'autres régions du monde, de telles caratithres océanographiquegniblent

effectivement constituer une barriére aux flux deege bien que « poreuse avec de
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Figure 1.12 : Caractéristigues de températre de I'eau autour de la zone de transition 30°:
(A) Moyenne annuelle (et déviation standard) des éeatpres de I'eau de surface (SST) a ch.
degré de latitude, obtenue a partir de donnéestalal1930 a 1991. Ce graphe montre la dimint
latitudinale de la moyenne et du maximum de SS$ hexy hautes latitudes. \Bnage satellite du 1
Novembre 1992 montrant la présence de nombreuxesede résurgenagans cette région. Sur
droite, sont situés les sites inclus dans I'étuel@luylogéographie de. nigrescensavec les lignées
correspondantes (bleu : Al et vert :)PPa localité IPA n'a pas été représentée (ildaage). Figure

d’apres Broitmaret al (2001).
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Figure 1.13 Indices de
résurgence cotiere le long de
cOtes du Pérou et du Chilide
septembre 1997 a mars 20
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a partir des pressions au nive
de la ner et ont été utilisés po
générer des valeurs mensue
de transport d'Eckman ¢
surface vers le large. Les vale
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résurgences (bleu foncé = fate
résurgences Entre 30°S €
42°S, les égimes de résurgenc
montrent des variatior
saisonnieres, tandis qu'ils sc
plus stables au nord de 30
Figure d'aprés Mackast al
(2006).

117



Chapitre 1

118

Degrés de latitude sud (¢

Degrés de latitude ouest (°O)

76° 750 740 730 720 71°
2801 g0
29°1 g0
30°] 1300
3107 i3y
760 750 740 730 720

100 0 100 200 Kilemeters

Figure 1.14 : Filaments deaux froides a proximité du systeme de
baies de Coquimbo (29-31°SPonnées du 16 janvier 2006. La lig
pointillée bleu clair correspond a l'isotherme d&5EC (SST), [
ligne rouge au trait de cobte. La distribution dégnées delL.
nigrescensest également indiquée (bleu : Al ; vert: P&nsi que
trois sites mentionnés dans le texte (ACE: Ac@tunCOZ:
Coquimbo-Cruz et PTLV2: Pta Lengua de Va€dgure d'apré

AMavicma ~ad MNalaad~ I NN



Chapitre 1

conséquences sur le maintien de zones de transitcm®ographiques et de discontinu
phylogéographiques (courants et gyresen Califarnieawson, 2005; aurants e
résurgences en Afrique du Sud: Tesieal, 2008 ; résurgences en Nouvelle Zélande
Waters et Roy, 2004).

E. Conclusion

En conclusion, des facteurs environnementaux eségunes sont tres probablemel
I'origine de discontinuités biogéogtaipues et génétiqgues détectées entre 30°S et 38
latitude le long des c6tes chiliennes. Bien quae®les espéces ne soient pas affecté
concordance entre ces différents patrons suggemafent la présence d’une barriere aux
de genes danle passé, qui aurait été maintenue durant uneqetide temps suffisamme
longue pour permettre une divergence phylogénétanez plusieurs taxa. En I'absence
discontinuité topographique ou océanographique uggrglans cette région, le scénari
plus probable est celui de divergence en parapaiteour de 30°S, une discontinuité
observée pour différents facteurs environnemen{abborophylle, régimes de résurgenci
tandis que d’autres montrent un gradient latitudftempérature, effetsNESO). La présenc
de conditions océanographiques particulieres pdmaiter la dispersion entre le sud et
nord de la zone de transition biogéographique 3@i®lis que d’autres facteurs (températ
nutriments liés aux résurgences) pourraient eginme facteurs de sélection, diminuant ¢
la migration efficace. La comparaison entre étudkegphylogéographie semble montrer
I'étendue de la zone de transition est liée a [gaciéé de dispersion des especes, sugg
que la barriere aux fluxedgenes est actuellement partielle. La présenceedhbanriére
« poreuse> est également montrée par I'absence de discotdimiylogéographique ch
certaines especes ayant une forte capacité daslmpe

L'importance de la discontinuité phylogéognaque chez certains taxa sugg
cependant la présence d’'espéces cryptiques, cotmead cnigrescensDans ce cas précis,
distribution des espéces cryptiques serait alootséquence non seulement de la prés
de barriéres a ldispersiondans larégion (résurgence, température) mais égalemeie
présence de barrieres reproductives. Ces barmépesductives peuvent étre la conséqu
d’'une adaptation a un environnement particulierétre intrinseques. L'étude des barri€
reproductives etlu réle des facteurs environnementaux dans l'aafierces barrieres fe

I'objet du Chapitre 2 de ce manuscrit.
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CHAPITRE 2 :

COMPRENDRE LES MECANISMES
DE MAINTIEN DE LA DIFFERENCIATION
ENTRE LES ESPECES CRYPTIQUES PP ET Al
DE L. NIGRESCENS
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CHAPITRE Il : COMPRENDRE LES MECANISMES DE
MAINTIEN DE LA DIFFERENCIATION ENTRE LES
ESPECES CRYPTIQUES PP ET Al DEL. NIGRESCENS

A. Problematique générale

1. L. nigrescens un cas d’étude des barrieres reproductives chees

Laminariales

L’'étude de phylogéographie deessonia nigrescena montré la présence de d¢
lignées principales, pouvant étre considérées comlmex espces suivant le conce
phylogénétique de I'espece (Chapitre 1). Ces espemgptiques seront dorénavant appe
espece Alet espece PPtout en conservant I'idée glee définition d’espéce est, a ce stac
du manuscrit de thése, strictement phylogénétique

A I'échelle utilisée pour I'étude de phylogéographies especes PP et Al ont mol
des aires de distribution largement allopatriquessm« chevauchantes entre 29°03’'S ¢
30°14’S (Chapitre 1). Cette région de chevauchergiRégion de transition)se singuliére ca
elle est composée de localités composées exclusitattindividus de I'espéce PP et de ti
localités composées exclusivement d’individus dsgéce Al. A I'échelle utilisée pour ce
étude, nous n’avions donc pas détecté de loaalitdes individus des deux especes ser
présents.La structure en mosaique de la Région de transition(29-30°S) est une
opportunité pour étudier les mécanismes qui contribent au maintien de la divergenci
entre les espéces cryptiques Al et PRdans cdée région, I'environnement, et en particu
la latitude, est similaire entre localités Al et RBisines, séparées par une diste

géographique faible (entre 19 et 29 km).

2. Barrieres reproductives possibles chez les Laminaies

Comme décrit dans I'troduction générale de ce manuscrit de these, reiftés
barriéres reproductives peuvent agir pour limiésrflux de génes entre lignées divergente
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entre especes proches. La grande majorité dessételspéciation étant réalisées sur
especes amales ou des plantes terrestres, il est nécesdaidapter cette classification ¢
barriéres reproductives au cycle de vie complexcl@deninarialesLes figures 2.A.1 a 2.A3
présentent I'ensemble de ces barrieres reproductigeappliquées au cas desedx espece
cryptigues de L. nigrescens Les barrieres reproductives liees au comportemaimha
(isolements comportementaux, isolement par podieisr) n‘'ont pas été considérées.
méme, les barrieres reproductives liées aux orgamesducteurs nengt pas pertinentes ch
les Laminariales, le gaméte male entrant directermerontact avec le gamete femelle, ¢
étape de transfert dans les organes reproductemedlés. J'ai pris en compte la présence
deux stades du cycle de vie des Laminarialessporophyte, diploide et macroscopique,
gamétophyte, haploide et microscopique. Seulesplees (haploides car normalement is:
de méiose) produites par les sporophytes ont éEdEmnées comme une phase de disper
car les gameétes n&d semblent avoir une distance de dispersion @uegi au millimetr
(Boland, 1995).

La premiére barriere reproductive possible esblementtemporel (Fig. 2.A1). Les
rencontres entre gametes hétérospécifiques peldtemtlimitées par des différees de
phénologie entre especes, liées a I'habitat owsalifirences génétiques. Cette différenc
phénologie peut avoir lieu a deux étapes distindtesycle de vie (i) une différence du pi
de maturité des sporophytes et de libération desespgut entrainer une asynchronie
maturité des gamétophytes entre especes, et liaiitsr les fécondations interspécifiquext
(i) les gamétophytes peuvent étre présents damsé&me habitat au méme moment mais
matures a des temps différents.

L’isolement écogéographique (ou isolement par I'halait) se traduit par la présen
des espéces dans des habitats différents, séarasedistance géographique supérieure
distance moyenne de dispersion des spores ou parairiere physique a lasgiersion. Dan
le cas ou un tel isolement serait total, chaqueauladipn devrait étre constituée uniquen
d’individus d’'une seule espéce parentale. Les @mijmuls d’espéces différentes seraient ¢
séparées par la présence d’habitats non favorflieges de sable ou rochers rexposé:
aux vagues) sur des distances suffisamment impesgaur limiter la migration des spores.

J'ai ensuite séparé leontre-sélection des immigrantsen deux parties, refléta
I'action de la sélection naturelle (i) rsles gamétophytes issus de I'immigration de sp
(gamétophytes immigrants), et (i) sur les sporophyissus de la fécondation er
gamétophytes immigrants (appelés ici sporophytiesmigrants», bien que ces individus

constituent pas la premiere génération de migralkig) 2.A.1). Les deux cas de contre-
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A. Isolement temporel 'exemple de différence de phénologie des sporophytes
Temps1

B. Isolement écogéographique (ou isolement par Hiitat)

Facteur I|m|tant Ia dlspersmn des spores entrigdtab
E -

C. Contre-sélection des gamétophytes immigrants

i N WO %\(&ng—x\(&@%

D. Contre-sélection des sporophytes « immigrants »

TR

/Q/ aa
Gamétophytes (haploides)

E Habitat “ PP % A

,..':.:. > Spores haploides Sporophytes
et sens de dispersion (diploides)
Action de la sélection naturelle <— nonmature
environnement-dépendante mature

“ﬁ%

Figure 2.A.1 : Barriére reproductives prézygotiques possibles entre les espéces Al (en blet
PP (en vert) deL. nigrescensL’action de la sélection naturelle considére letdars abiotiques
biotiques de I'habitat, dont I'exclusion compétitientre les especes Al et PP. Les individus

considérés comme immigrants s'ils sont issus dgelaination de spores provenant d’'un hal
distinct (gamétophytes immigrants) ou de la féctindeentre gamétes de gamétophytes immigi
(sporophytes « immigranty. Les barrieres reproductives sont ici représsntdmme étant totale
mais peuvent étre partielles et interagir entreselLes barrieres p@rgotiques agissant lors de
rencontre des gameétes et celles post-zygotiqueépsesentées dans les Figures 2.A.2 et 2.A.3.
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Reproduction intraspécifique:
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Figure 2.A.2 : Barriere reproductives
possibles entre les especes Al (
bleu) et PP (en vert) delL. nigrescens
lors de la rencontre des gameétes.
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A. Létalité des hybrides (intrinséque)

w‘& e @Jw ‘. ' \W

-

B. Stérilité des hybrides (intrinséque)

C. Contre-sélection des sporophytes hybrides (extrséques): survie et/ou fertilité réduite

Sporophyte hybrid

co%e® S Spores

non mature stérile  non wable o et sens de dispersion
métophyt . . .
Gameto €S X Action de la sélection naturelle
% 3 % environnement-dépendante
PP Al Issu d’un
sporophyte hybride

Figure 2.A.3 : Barriéres reproductives post-zygatues possibles entre les espéces
(en bleu) et PP (en vert) dé&. nigrescensLes individus hybrides sont représentés en gris.
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sélection des immigrants refleteraient I'adaptaties especes a leur environnement resp
La présence d'une telle barriere reproductive @itdéast question de savoir quels sont
facteus environnementaux, biotiques ou abiotiques, quitéint la migration efficace ent
habitats. L'exclusion par compétition interspéaifigest un cas particulier de consedectior
des immigrants.

Difféerentes formes d’isolement gamétiquessont possibles chek. nigrescens
incluant I'absence d’attraction des gameétes hép@wfiques (action des phéromone
I'incompatibilité gamétique intrinséque et I'isolent gamétique compétitif (Fig. 2.A.2).

Les barriéres d’isolement postzygotiquespeuvent étre ninseques ou extrinseqr
et se traduire par une létalité et/ou une stériles hybrides (Fig. 2.8). Chez le:
Laminariales, la premiere génération d’hybrides asistituée par la phase sporophyti
(diploide). La létalité intrinseque des gamétopiyieoduits par ces individus hybrides

étre considérée comme une stérilité des sporophytaides.

3. Objectifs et approches utilisées

Afin de distinguer les différentes formes de baesereproductives limitant les flux
genes entre les especes Al et PALdaigrescenset les forces évolutives qui régissen
distribution géographique de ces taxa j'ai divisfie étude en différents objectifs, utilis
des approches complémentaires :

» Caractérisation de l'isolement reproducteur en condions naturelles, dans trois
zones de contact entre especes Al et PP, localilsdssla Région de transition (Pa
B). Lidentification d’hybrides et la quantificatiodes flux géniques a nécessite
mise au point de marqueurs hypervariables et asrr@sion biparentale
(microsatellites), a laquelle j'ai participé. Errfpeulier, nous avons recherché des
qui amplifient correctement dans les deux espeedm d’identifier la direction de
flux de genes interspécifiques, nous avons compbétite étudeen utilisant le
marqueur mitochondrial atp8/trnS, identifiant ailaslignée maternelle des individl
L’étude de génétique des populations des zonesmtaat permet d’'inclure toutes |
barrieres reproductives agissant en conditions eldgr Afin détudier plus
spécifiguement le réle des barrieres reproductivegnseques, jai réalisé ut

expérience de croisements interspécifiqgues, en tionsi controlées, dont I
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principaux objectifs seront exposeés (en attentgahotypage de la génération filiale).

 Roéle des facteurs environnementaugans la distribution géographique de:
especes et dans lisolement reproducteuPartie C) : contreélection de
sporophytes «immigrants Pour déterminer Il'importance de cette bart
reproductive, une expiénce de transplantation réciproque de jeunes ppgtes a ét
effectuée entre quatre localités de la Région desition (2930°S). Lors de ceti
expérience, la survie, la croissance et la matdetindividus ont été utilisées com
mesures de valew€élective. Nous avons cherché a mettre en évidéexelifférence
de valeur sélective entre individus d’espéces wfftes, reflétant une adaptation :
conditions environnementales. Nous présenteronslerégat brievement ur
expérience réalisée pourster le role d’'un facteur environnemental parteylila
température, et de ses variations temporelles, afaateur de contreélection de

immigrants (résultats en cours d’analyse).

» Enfin, la détection de plusieurs variants mitoch@dc au sein d’'uiméme individt
(hétéroplasmie apparente) lors de I'étude de pleglgraphie nous a amené a post
guestion de Importance d'un possible réarrangement mitochondrid dans le
processus de spéciation et dans I'adaptation aux aditions environnementales
(Patie D). Par clonage et séquencage, nous avonsteher identifier les différen
fragments. Nous avons également caractérisé |'@engéographique de ce

hétéroplasmie apparente.

4. Choix des régions d’étude des barrieres reproductas

Les zones de obact entre especes cryptiques sont des endroiteegres pour étudie
les processus de spéciation en cours et les faeesitives impliquées dans lisoleme
reproducteur. Nous réserverons ici le termdRégion de transitionpour désigner la régic
ou peuvent étre présentes les deux especes (29-801& terme deone de contactpour
désigner a une échelle locale les régions ou lex dspeces sont a proximité géograph
'une de l'autre (jusqu’a quelques dizaines de kidmes). Trois zones deontact ont ét
étudiées, avec, du nord vers le sud (Fig. 2.A(®)la région d’Aceituno (espéece Al)Ghoros
(espece PP), (ii) la région de Coquimbo (Al) — Talitio (PP), et(iii) la région de Tongo
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Figure 2.A.4 : Localisation des sites mentionnés awours du Chapitre 2.Pour chaque sit
le type d’'analyse réalisée estimag, et la partie du Chapitre 2 correspondant. diess de
distribution des espéces sont basées sur lesatssalitenus avec le marqueur mitochont
atp8/trnS (Chapitre 1 uniquement). * : analysésguseront pas détaillées dans ce mant

(analyses en cours).
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(PP) — Punta Lengua de Vaca (Al). Tandis quedesx premiéres zones de contact
caractériseées par la présence de populations sjgle Al isolées dans I'aire de distribut
de I'espéce PP, la derniére zone de contact coedétlimite sud de l'aire de distribution
I'espéce PP. Ces trois zmde contact sont présentes sur une échelle den2d® cote. E
plus des localités d’Aceituno (ACE) et Coquimbo @Qune troisieme localité Al avait €
détectée dans la Région de transition lors ded&fphylogéographiquela localité insulair
Isla P4jaros (IPA), située a 25km du continent. Lgaufations connues d’espece PP les
proches sont donc également situées a 25km dediétéo|IPA; de ce fait nous n'avons p
considéreé cette localité pour I'étude des zonesodéact.

Les sites ulisés pour les expériences de croisements, depleartation réciproque
de tolérance a la température ont été choisis dasstrois zones de contact (Fig. 2
Certaines expériences ont également inclus des kitalisés en dehors de la Région
transition (2930°S), afin de distinguer I'effet de I'espece dxfet de la latitude. L'ensemk

des sites mentionnés dans ce chapitre est dataitie la Figure 2.A.4.
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B. Caractérisation de I'importance de lisolemen
reproducteur dans les zones de contact entre esps
Al et PP de L. nigrescens approche de geénétiqu

des populations

1. Rappel de la problématique: isolement reprodueur en

conditions naturelles

a) Influence des forces évolutives dans la structure ztmes de contact et zol
hybrides

Les limites d’aires de distribution des especes midget d’interactions complex
entre des forces physiques, historiques, écologigqti@volutives (Browmet al, 1996). Dan:
le cas de taxa phylogénétiguement proches (espeeass) ayant divergeé en allopatrie, l'is
du contact secondaire entre les taxa et le mairdeerfintégrité des génomes parent
dépend de l'importance de kkikement reproducteur entre ces taxa. L'absenceadéeles
reproductives provoque la fusion des taxa en undesespéce, tandis gqu’'un isolem
reproducteur partiel peut provoquer la formationn& zone hybride, dont la structure dép
du degré de diffrenciation génétique et écologique entre les @adeur taux de dispersi
et de la valeur sélective de leur descendancedg/lf@oyne et Orr, 2004). La coexistence
taxa bien différenciés en sympatrie suppose godtgipent des niches écologiqai$érentes
au sein du méme habitat.

Les zones de contact peuvent étre décrites enidonde la proportion de génotyf
intermédiaires (hybrides) et de génotypes parerdausein des populations locales (Harri
et Bogdanowicz, 1997). Aux deux extrémes d’'un ecantm, on peut distinguer : (i) lesnes
hybrides bimodales ou prédominent les génotypes parentaux au ssipajgulations, et (i
les zones hybrides unimodalesou prédominent les génotypes intermédiaires. queekoi
le concept d’espéce ilisé, la bimodalité au sein des populations logaledique que |
spéciation des formes parentales est complete esgpe complete (Jiggins et Mallet, 20(
Les espéeces ont alors acquis la possibilité derdgtinctes y compris en sympatrie.

Leszones hybrides peuvent étre maintenues par desaliffes de valeurs sélecti
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entre génotypes parentaux le long d’'un gradienirennemental Zone hybride d’écoton,
sélection environnement-dépendante) et/ou par uili'guentre la dispersion, perntant
I'hybridation, et la sélection intrinséque contes hybrides ou contre le taxon localement
(en fréquence inférieure a celle de I'autre taxorépendamment de I'environnemenbries
hybrides de tensionHewitt, 1988). Les zones hybrides d’écotorsest caractérisées par L
meilleure valeur sélective des taxa parentaux ¢lurshabitat natif que dans I'habitat non-
natif, les individus hybrides pouvant avoir uneeualsélective inférieure a celle des indivi
parentaux dans I'ensemble desites ou une valeur sélective supérieure danrtain type
d’habitat, par exemple un habitat écologiquemetdrimédiaire entre les habitats parent
(modéle de supériorité hybride limitée).

L'objectif de cette partie du manuscrit a été dectérser les zones de contact et
les espéces Al et PP de nigrescens afin d’identifier I'importance de lisoleme
reproducteur et de pouvoir poser de nouvelles Ingsats quant aux forces évoluti
contribuant au maintien de la structuration obserfggoportion et localisation géographig

des génotypes parentaux et des génotypes hybrides).

b) Isolement reproducteur chez les kelps

Cette approche de quantification de I'hybridaténre especeseeurs est récente ct
les Laminariales, et est rendue pokesitar |'utilisation de marqueurs moléculaires aeléé
biparentale.

Chez les Laminariales, I'hybridation entre especesst généralement considéré
dans la littérature comme relativement commune et @uvant impliquer des espece
différentes, et méme des genres et des famillesféientes (voir pour revue Liptack et
Druehl, 2000 ; Druehlet al, 2005 ; Bartschet al, 2008). Cet isolement reproduct
incomplet serait lié au fait que la libération éttraction des gametes méales pai
gamétophyte femlle sont sous le contrle d’un seul et méme baudaghéromones ch
'ensemble des Laminariales (lamoxiréne, ectocarpngentadecane) (Pohnert et Bole
2002). Chez les especes Hessonia ce bouquet a été montré chez variegata et es
probablement également conservé chez les autresesspé genre. Cetteommunicatior
phéromonalenon spécifique semblerait étre compensée parateigies immunologiques a
surface des cellules, agissant comme mécanismeabmmaissance différentielle entes |
gametes (voir références citées par Pohnert enBp002). La radiation rapide et réce

des Laminariales (de Reviers et Rousseau, 1998isMmaet al, 2001) pourrait notamme
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expliquer ces barrieres reproductives incomplétes.

La possibilité ddlux de génes interspécifiques chez les Laminesialst généraleme
étudiée par des croisements entre gamétophytes rafilgamétophytes femelles d’espe
différentes, en conditions contrdlées. Malheurewsdnia possibilité de parthénogénése ¢
d’apogamie chez de nombreuses especes de Laminac@iggique l'identification de
sporophytes hybrides (issus de croisements inteifgpées) et souligne les limites de ce t
d’approche expérimentale. Néanmoins, I'utilisatioonjointe des marqueurs taoulaires
(Druehlet al, 2005) permet de contréler I'importance de laodprction asexuée et surtout
vérifier la présence d’hybrides. Cette étude a méoque linterprétation des croiseme
basés sur la morphologie des individus obtenus pearer a des résultats errondss
individus hybrides, comme ceux issus d’apogamiedeyarthénogénése, peuvent en ¢
présenter une morphologie similaire a celle depkes parentale (Drueldt al, 2005).
L’hybridation entre Laminariales serait ainsi nwifréquemment obtenue en conditi
contrdlées que ce qui est généralement admis dax@rimunauté scientifique. Toutefois,
études récentes démontrent formellement qu’ellebest possible entre especes du m
genre (cheZlaria : Kraan et Guiry, 2000 et Kraast al, 2001 ; chez.aminaria: Druehl et
al., 2005) et méme entre especes de genres diffé(Atdsa marginatax Lessoniopsi
littoralis, Liptack et Druehl, 2000).

D’aprés cette littérature, on peut alors supp@sejue les espéces phgeénétiques A
et PP dd.. nigrescengrésenteraient un isolement reproducteur incompléthantillonnage
réalisé dans des sites distants d’'une vingtainildenétres dans la Région de transit
n'avait pas montré de sites ou les especes semersympatrie (Chapitre 1) : ceoose le
guestion de savoir quels sont les facteurs quidiraient alors I'étendue de la zone hybri
facteurs environnementaux (zone d'écotone) et/ouing#tiques (zone de tension) ?
Paradoxalement, il n’existe pas, a ma @ssance, d'article publié sur I'importance
I’hybridation sur le terrain entre espéces de Lamates. La présente étude est la pren

étude de ce type entre espéeces-sceurs cohabitantim@azone de contact.

c) Obijectifs spécifiques

Afin de comprendr les mécanismes contribuant au maintien des a@eafistributior
des espéces PP et Al denigrescen®t en particulier dans la Région de transition3Q9S,
Fig. 2.B.1), la premiere étape a été de caractépise précisément cette région : la stowe

en mosaique se maintiegite lorsqu’on augmente I'échantillonnage et lotequravaille &
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Figure 2.B.1 : Localisation des sites échantillonsépour la caractérisation des zones d
contact entre especes PP et ALes résultats de I'étude de phylogéographie seprésenté
schématiquement par la couleur du trait de coteu pour I'espece Al et vert/orange pi
I'espéce PP (vert : clade Z30, orange : elalbrd). Les plages de sable, habitat non favo
a L. nigrescenssont représentées par un trait jaune et le namédans le texte indiqué
italique.

136



Chapitre 2.B

une échelle géographique plus fihd.e marqueur mitochondrial atp8/trnS a pu étrése
pour répondre a cette premiere question.

Le second objectif a étéedléterminer I'importance de I'isolement reproductentre
les especes Al et PP en conditions naturelles. Balar nous avons développé et utilisé
marqueurs microsatellites, marqueurs hypervariabkeansmission généralement biparen
qui nous ont permis d’identifier les flux de gededeux niveaux (i) entre individus de mén
espece (intraspécifiqgue) et (ii) entre individugspeces différentes (interspécifique).
comparaison entre inter- et intra-spécifique nopemrnis de prendre en cpie les facteur
environnementaux qui peuvent limiter les flux deeg entre populations et donc consti
des barriéres partielles a la dispersion, comme egample la présence d’habitats |
favorables (plages de sable).

Enfin, nous avons cherché aractériser I'isolement reproducteur en condit
contrlées, en réalisant des croisements intefgpées. Ceci avait pour objectif
s’affranchir des conditions environnementales paester spécifiguement ['isoleme
reproducteur intrinseque : isolement gamétique @titifpet noneompétitif. Le génotypac
de la génération filiale, nécessaire pour idemtifie quantifier les hybrides, n'ayant pas
compléte, cette partie ne sera pas détailléeecil (& protocole expérimental des croisem

réalisés est présenté en Annexe 2.B.1).

2. Matériel et Méthodes

a) Choix des zones de contact étudiées et échanilen

L’échantillonnage a été réalisé dans trois zonesou¢act identifiées dans la Rég
de transition (29-30°S) lors de I'étude de phylogapgie (Chapitre 1)en excluant le ce
particulier de I'lle Pajaros (IPA)Fg. 2.B.1). Dans chacune des trois zones de dpries
sites d’échantillonnage ont été choisis de facomdure des sites de chaque cété
discontinuités d’habitat : plages de sable, Lounigrescensest absente, ou discontinui
topographiques (expointe rocheuse). L’échantillonnage a été réabss les 5km envirol
avec exception de la zone de contact de Torjaytengua de Vaca, du fait de difficul
d’acces aux sites et de la présence de longuestig sables ol nigrescensest absent
(Fig. 2.B.1). Ces trois zones de contact se différenganie nombre et I'étendue des pla

de sable (Fig. 2.B.1). Au sein de chaque site hBétillonnage a été realisé commeur

137



Chapitre 2.B

I'étude de phylogéographie.

b) Développement de marqueurs microsatellites

Le développement de marqueurs microsatellitesifgpées aux especes Al et PP de
Lessonia nigrescerssfait I'objet d’'un article paru danMolecular Ecology Ressourgesont
je suis co-auteur (Faugeraet al, 2009 ; Annexe 3.2).

Les marqueurs microsatellites sont des marqueurkér@dité biparentale, co-
dominants, sélectivement neutres et hypervariaiéesx de mutation compris entre 546t
5.10° mutations par locus et par génération, voir peute Jarne et Lagoda, 1996 eeLil,
2002). lls sont caractérisés par la répétition dhotif de deux a six paires de bases, pou
étre purs (ex : GAGAGAGAGAGAGA), composeés (eACACATGTGTG) ou discontinu
(ex : CACATTCACACATTCACA). Deux types de mécanismes mutationnpksuven
expliquer le taux de mutation important de ces meugs. (i) le glissement de I'enzyn
polymérase durant la réplication de I'’ADN et (& lecombinaison entre chromosomes.
alleles differententre eux par le nombre de répétitions du motidiaic par leur longuet
L’obtention des données se fait a I'aide d’'un ségear a capillaireu les fragments migre
selon leur taille dans un gel d’acrylamide non dérst. Du fait de leur variabiét
importante et de leur transmission biparentale, ne&queurs microsatellites sont t
largement utilisés en génétique des populationsk(®l et Toonen, 20Q6Jarne et Lagod.
1996), et particulierement dans la caractérisatien’isolement reproduetir entre taxa ¢
I'étude des zones hybrides (ex : Argtsal, 2008 ; Wanget al, 2008 ; Boissiret al, 2008).

Une premiére tentative pour obtenir ces marquehez le complexd. nigrescen:
avait été réalisée en essayant d'utiliser les agsodedoci développés pour I'algue bru
Laminaria digitata mais elle n’avait pas été concluante (Martiekeal, 2005). Deux banqut
enrichies en microsatellites ont donc été réaliséesessivement par Claire Billot et par A
Genetics (Vancouver, Canadap premiére banque a été réalisée a partir d’ADdDVgman
d’individus de l'espéce Al (localité Las Cruces, ,LB83°30'S) uniquement. La secor
banque ayant été réalisée apres l'identificatiecndix especes phylogénétiques au seln de
nigrescensnousavons cherché a ce que les microsatellites dépétopoient amplifiables
polymorphes a la fois pour I'espéce Al et pourpé&se PP. En particulier, pour I'étude
zones de contact, des loci amplifiant bien danslis< espéces étaient indispensablAu

total, neuf loci ont pu étre obtenus a partir degxdbanques et ont été initialement testeé:
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un total de 60 individus 24 individus d’'une localité de I'espéce Al (Lasu€Ces, LC
33°30’S), 24 d'une localité de l'espece PP (PAz;0865), et 7et 5 individus réparti
respectivement dans les aires de distribution dpeaes Al et PP (Al localités GBN
CONCE, RLI et ACE ; PP : localitésTON, TEA, CHS, MOC, COL, QIN, ce dernier s
correspondant au site PAT, voir Fig. 1.1, Chapijre 1

c) Obtention des données génétiques

L’extraction d’ADN et l'amplification par PCR du mgueur atp8/trnS ont é
réalisées comme décrit dans I'étude de phylogébgga@hapitre I). La lignée maternelle ¢
individus a été déterminée en utilisant le polynhisme de longueur du marque
mitochondrial atp8/trnS. La migration des prod#tSR sur gel d’agarose a 2% a permit
discriminer les lignées. Des individus pour lesgualséquence atp8/trnS était connue or
utilisés comme marqueurs de taille dans chacugelss

Afin de choisir parmi les neuf loci microsatellitedisponibles, une analy
préliminaire a été réalisée sur un segkantillonnage de 20 individus de la zone de ob
Aceituno-Choros (deux sites de 10 individus de chaades especes dééis selon la ligné
maternelle Al et PP). En fonction du polymorphisme observé de la qualité de
amplifications, quatre loci ont été retenu®3, P9, LESS1 et LESS22 (correspondant au»
LESS1T3, LESS1T9, LESS2D1 et LESS2D22 de l'artidegeroret al, 2009, Annexe 3.2
Les conditions d’amplification et de passage sqguseéaceur a capillaire pour chacun des
sont décrites dans I'AnnexxB.2. Les chromatogrammes ont été lus a l'aidelogyciel
GeneMarker v 1.75 (SoftGenetics, State Collegetsktais) et les fichiers d’entrée d
différents logiciels d’analyses ont été crées disant le logiciel CREATE v.1.1 (Coomhet
al., 2007).

Le génotypage des individus de la zone de comteeitunoChoros a fait I'objet di
stage d’Eva Mayol, étliante de Licenciatura de la P. Universidad Caadtie Chile (modul

BIO 296), dont j'ai été co-encadrante.

d) Analyses des données microsatellites

Indices de diversité génétique et de structurepdgmilations et des especes
Les indices de polymorphisme torété estimés pour chaque population |
d’échantillonnage) et pour chaque espéce, cesademétant définies sur la base de la lig

mitochondriale des individuscfi Chapitre 1 marqueur atp8/trnS). Tout d’abord,
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fréequences alléliques a chaqueus, le nombre moyen d’alleles par locus, I'hé&ggotie
observée Ho) et attendueHe) a I'équilibre de HardyA/einberg ont été calculés avec
logiciel GENETIX v 4.05.2 (Belkhiet al, 1999). Comme le nombre de génotypes finalel
obtenus était varide selon les populations, nous avons égalementiléatles indices ¢
raréfaction, qui permettent de comparer des édlrdide tailles différentesla richess:
alléelique (nombre d’alleles) et la richesse enledlgrivés (nombre d’alleles privés, ebgs
uniqguement dans une population ou une espéce dooméeité calculées en utilisant
logiciel HP-Rare v June-6-2006 (Kalinowski, 200ba taille minimale d’échantillon a é
utilisée pour ces calculs. Les valeurs d’indiceslidersité des popul@ins (richesse alléliqu
richesse en allele privés et hétérozygotie obsgro@é été comparées entre espece:
réalisant des tests U de Mann-Whitney avec le ielgidinitab v 13.20 (State Collége, Etats-
Unis), avec un seudl fixé a 0,05.

Pour chaque population, nous avons calculé umastur de I'indice~s, comparan
I'hétérozygotie observée avec celle attendue sdugpdthese de I'équilibre d’Hardy-
Weinberg. Les calculs et les tests de significtitiont été réalisés avec le logiciel GENETIX
avec 1000 permutations. URs positif et significatif peut avoir plusieurs omgs : (i) le
présence dans I'échantillon de groupes génétiquerdi#arents ne se reproduisant pas
maniere aléatoire (effet Wahlund); (ii) la preduction entre individus apparen
(consanguinité) ; (iii) la présence d'alleles nutsest-adire d'alleles qui ne sont p
amplifiés, causant un déficit en hétérozygotes(iv) I'effet de la sélection sur certains I
La présence d’alleles nués I'effet de la sélection devraient affecter ummoe limité de loci
tandis que la reproduction non aléatoire (effet Wath ou consanguinité) devrait affec
I'ensemble des loci.

L. nigrescengtant caractérisée par une distance de dispetrgsiimitée (Faugeron
et al, 2005 ; voir également Chapitre 1), notre échlamtilage réalisé sur 1A®B0 m de cbt
englobe probablement des groupes génétiques diféeree qui peut provoquer ik positif.
Cependant, des valeurs Hg encore plus importaes sont attendues dans le cas d’'une
hybride bimodale (coexistence des espéeces Al eirP&/mpatrie, avec une hybridation ni
ou limitée), du fait d’'un effet Wahlund.

La possibilité de reproduction asexuée pourraidlergent affecter la structure
génotypique des populations. Deux types de reptmiugeuvent étre considérgda
reproduction clonale des sporophytes et la parthémése, cette derniére se traduisant pa
endoploidisation du génome du gamétophyte femelfdamie non observée chéz

nigrescens Oppliger et al, 2007). Dans le cas de la reproduction clonals, gimotype:
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multilocus répétésdevraient étre observés dans les populations. Dangsas de |

parthénogénese, on s’attend a observer des gésatymélocus homozygotes a tous les loci

analysés, ces génotypes pouvant étre répétésn: miéme gamétophyte femelle a plusie
descendants par parthénogénese, comme décrit pplig€pet al. (2007), ou si I
parthénogénése est a déterminisme génétique (tapmbciparthénogése transmise d’ur
génération a l'autre). Nous avons donc cherché taréer l'importance des génotyy
multilocus homozygotes a tous les loci d’'une petrtépétés d’autre part. Pour cela, le logi
API-CALC v 1.0 (Ayres et Overall, 2004) a éte sl sur les données obtenues pour trois
(excluant les individus avec des données mangquamés d’estimer la puissance des tr
loci pour différentier les individus d’'une méme plgtion, nous avons calculé les vale
minimales et maximales de [&obabilité d’identité moyenne, en considérantdesix ca:
extrémes de la panmixie et de croisements fleies. Nous avons ensuite détermin
fréequence des quatre types de génotypgénotypes multilocus répétés ou non rép

homozygotes a tous les loci ou non.

Analyse des flux de génes entre especes et equdations

La différenciation génétique entre paires de pdpmra et entre groupes d’individ
de lignées mitochondriales difféerentes (especesogbypétiques) a été évaluée en calculant
des estimateurs des statistiqus et Rst. La statistique-st est basée uniquement sur
fréquences des alléles, le modele de mutation jsmest est le modéle en sites infinis
chaque évenement de mutation crée un nouvel altglela taille esindépendante de celle
I'allele progéniteur. La statistigugst est basée sur les fréquences et les tailles idssalle
modéle sous-jacent est un modéle d’évolution ppasa-ou les mutations consistent er
ajout ou une soustraction d’une ou despturs répétitions a un taux constant (Slatki®5)
Sous ce modéle de mutation, la distribution deguieéces alléliques présente une fo
Gaussienne (Ellegren, 2004). Cette derniére stpiestest parfois considérée comme |
appropriée pour lesnalyses de microsatellites, bien que le type deéleode mutation sc
difficile a établir avec certitude (Slatkin, 199%) distribution des alleles étant unimoc
pour chaque espéce, nous avons calculé les egtirmate Rs; en complément de
estimateurs d&st. L’hypothese testée est que ces estimateurs rigpasrsignificativemer
différents de zéro, c’estdire qu’il n’y a pas de différenciation génétiquetre paires d
populations testées. Le seuila été fixé a 0,05. Le risque de rejeter pbthese nulle alol
gu’elle est vraie augmentant avec le nombre de tésilisés, le seuil de significativité a

ajusté selon la correction de Bonferromi £ o / nombre de tests). Lesalculs et test
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statistiques ont été réalisés avec le logiciel quie v 3.1.1 (Excoffieret al, 2005). Une
analyse en composantes principales (ACP) basdesstrequences alléliques a été realis
'aide du logiciel PCA-GEN v 1.2 (Goudet, 1999pur représenter graphiquement
difféerences génétiques entre populatidres.significativité des axes a été testée en @
1000 permutations.

Une analyse hiérarchique de la variance molécu(AMOVA) a été réalisée avec
logiciel Arlequin en utilisant les statistiques &as sur les fréquences alléliques (anadsgiL
Fs7) et sur les différences de taille d’alleles (agaks duRsy) (Excoffier et al, 1992). Le
premier niveau hiérarchique testé regroupe lesvitids en « espécesen se basant s
I'information apportée par le marqueur mitochonkiri@ deuxiene niveau est constitué f
les localités, et le troisiéme par les individugsites localités. Cette analyse permet de t
I'hypothesea priori d’'une structuration correspondant aux espécesogbgktiques (lignée

mitochondriales).

Isolement par la distance

Afin de déterminer si la différenciation génétigeigit un patron d’isolement par
distance, nous avons réalisé un test de Mantelante$association entre la matrice
distances géographiques et la matrice de distagérstiques. La distae géographiqu
utilisée est la distance linéaire déte en suivant les principales courbes du traicate
(Annexe 2.B.3), tandis que la distance génétigaet dransformée sous la formegr/(1- Fsy)
(Rousset, 1997). Le logiciel Arlequin a été util®ur cette analyse.

Pour tester I'hypothese d’'un gradient latitudinal digersité au sein de la zone
contact, des tests de corrélation ont été réatigés le logiciel Minitab, en utilisant comr
variables la distance géographique d'une part,estindices de diversité calculés |
population d’autre part. La distancensidérée ici est celle entre les populationsnelieu

particulier (plage d’Ermitafio, voir Résultats).

3. Résultats

a) Mise au point des marqueurs microsatellites

Des difficultés ont # rencontrées lors de la mise au point des marg

microsatellites, en particulier pour obtenir des lmplifiables dans les deux espéeces A

142



Chapitre 2.B

PP. L'un des loci testés, P11, a montré une diffgged’amplification entre les especest
des 58 individus de I'espece Al n'ont pas pu émpliiés (Annexe3.2). L’ensemble des lo
montre un polymorphisme relativement important I&msemble des échantillons analy
pour la mise au point des marqueurs, avec enttel8 alléles par locus. Le polymoiipime
intrafpopulation est cependant trés variable entre leg gepulations testées, suggérant
processus démographiques difféerents (Annexe 3.3).plupart des loci présentent des
distributions de fréquences alléliques contrastfdee les deux espes (voir Annexe 2.4
Excepté le locus P11, tous présentent cependanallidss qui sont partagés par les d
especes. Le cas du locus P3 est un exemple extrétradlele 115 est l'alléle le plus fréque

dans chacune des deux populations étudiées (PA3,26.C, 33°S).

b) Résultats du marqueur mitochondrial

L'étude du polymorphisme de longueur pour le manguaitochondrial atp8/trnS
été réalisée pour 291 individus de la zone de cobrteeitunoChoros et 152 individus de
zone de contact Tongd3ta Lengua de Vaca (ces données incluent une plrteelles déj
présentées dans le Chapitre 1). Les données contdmaone de contact Coquimbo-
Totoralillo sont en cours d’obtention.

Les résultats montrent une structure en mosaigadighées rtochondriales dans
Région de transition (Fi@.B.2), chaque site échantillonné étant constitirddVidus d’une
seule espece, PP ou, At ce malgré un nombre important d’individus gsés par site (24
30). Les espéces présentent donc des aires dibwlisin chevauchantesntre 29°S et 30°
(Région de transition) mais restant disjointestégéchelle spatiale (zones de contact).

Les deux zones de contact étudiées different cepempent a la localisation de
discontinuité entre especes. Pour la zone de dohtexgoyPta Lengua de Vaca, les aires
distribution des especes sont séparées par la plagsble de Tongoy, longue de 21
(11km en ligne directe), au sud de la péninsuléelaiegoy (Fig. 2.B.2). Dans cette régi
d’étude, une smnde plage d’environ 2km est présente, séparam talités PP (Fic
2.B.2). Dans le cas de la zone de contact Aceittinoros, la petite plage de sable d’Ermit
d’une longueur d’environ 1,5km sépare les deux @sgpéandis que des plages deux aaix
plus étendues sont présentes dans l'aire de diitnibde chacune des espécese plage d
5km pour I'espéce Al et une plage de 17km poupkes PP (plages d’Aceituno et de Chc

respectivement, Fig. 2.B.2).
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Figure 2.B.2 : Résultats de Il'analyse du polymorplime de
longueur du marqueur mitochondrial atp8/trnS dans deux des
zones de contact étudiées : distribution des prodil Le nombre
d’individus analysés par localité est indiqué.
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c) Microsatellites : données analysées

Les analyses ont été réalisées, sauf indicatiomsraices, sur les individus po
lesquels des données ont pu étre obtenues poumimum de deux loci parmi troisP3, P¢
et LESS1 et concernent uniquement la zone de dodtaceituno-Choros. Un tal de 24¢
individus a ainsi été analysé soit, d'aprés lesultétss obtenus pour le marque
mitochondrial, 130 individus de l'espéce Al et 8tlividus de I'espece PP. Pour les
individus restants (populations CHV et CHB), I'espén’a pas encore ététdrminée (pas ¢
profil mitochondrial).Le nombre d’individus génotypés par populationceshpris entre 18 ¢

26, sauf pour la population ACE (13 individus).

d) Microsatellites : indices de diversité et flux dmgs entre espéeces Al et PP

Absence d’allele partagé entre especes

La figure 2.B.3 montre la distribution des allepesur les trois loci utilisés en fonctis
de la lign& mitochondriale (espece) des individus. Les dosiméerosatellites montrent u
parfaite concordance avec les données mitochoedriébus les alleles sont diagnostiq
(ou privés), c'est-a@lre qu'ils sont exclusif d'une espéce donnée. heus LESS22, bie
gu’'analysé sur un nombre réduit d’individus (11/'depece Al et 61 de I'espéce PP) moi
le méme patron (Fig. 2.B.4)es distributions d’alleles sont contrastées eafigeces, ave
des différences de tailles d’alléle parfois impotts (jusqu’'a 7 motifs de répétitions, F
2.B.3). Dans le cas du locus LESS1, un chevauchedendistributions d’alléles des de
especes est observé, mais aucun allele n'est padage cellesi. Les individus de
populations CHV et CHB, pour lesquels I'informatido marqueur mitochondrial n’est
disponible, présentent des alleles microsatelliypsques de I'espéce PP, ce qui corde
avec leur distribution au sein de populations Pétsavantes.

Des indices de diversité contrastés entre especes

Les indices de diversité, calculés en utilisaninieéshodes de raréfaction, montrent
différences importantes entre especes (Tablead)2.Bs sonten moyenne significativeme
plus faibles dans les populations de I'espece R damns les populations de I'espece
(richesse allélique et en alleles privés, hétérodggp<0,05, Tableau 2.B.1). L’espéce
montre une richesse allélique de 11,8 alléles pand contre3,9 pour I'espece PP. D

disparités importantes existent entre [0diESS1 est le locus montrant le moins
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Figure 2.B.3 : Distribution des tailles d’'alléles btenus pour trois loci microsatellites
dans la zone de contact Aceituno-Choros entre lespgces PP et A(espéce détermine
d’apres les données du marqueur mitochondrial).
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Figure 2.B.4 : Distribution des tailles d’alleles btenus pour le locus
LESS22 sur un sous-échantillonnage de la zone dentact Aceituno-
Choros: 11 individus de I'espéce Al et 61 individus deslece PP.

Tableau 2.B.1 : Indices de diversité des populatiende la zone de contact
Aceituno-Choros (marqueurs microsatellites). La richesse alléliguela
richesse en alléles privés, et I'hétérozygotie nlise Ho) et attendue sous
I'hypothése d'équilibre de Hardy-Weinbergd) sont indiquées pour chaque
population. La valeur de la statistigbg est associée a la probabili{® es
tests d'écart a I'équilibre de Hardy-Weinberg (@bitité d’obtenir une
valeur deFs supérieure ou égale a celle observée, sous I'hgpet nulle
d’équilibre).

Richesse Richesse en

Espéce Site 1 A - Ho He Fis p
allélique alléles privés

Al CPI 7,02 1,08 0,5370 0,81640,36358 <0,0001
ACE 6,37 0,62 0,3154 0,74780,61312 <0,0001
APN 5,25 0,14 0,5455 0,73970,28409 <0,0001
APS 5,09 0,27 0,3744 0,70720,49087 <0,0001
ERM 5,77 0,34 0,4688 0,69950,35125 <0,0001
ERMS 4,64 0,17 0,3688 0,61190,41793 <0,0001

PP  APON 2,67 0,21 0,1667 0,27710,41985 <0,0001
APO 2,85 0,00 0,1241 0,30140,60654 <0,0001
CHV 2,98 0,06 0,3148 0,37400,18592 0,0600
CHB 2,94 0,08 0,1618 0,34490,55180 <0,0001
CHN 2,30 0,00 0,2167 0,23750,11311 0,2910
CHS 2,82 0,00 0,2167 0,31010,32687 <0,0001
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polymorphisme, avec une richesse allélique de 617 mour Al et PP respectivement, tar
que pour le logs P3, les indices varient de 16,0 a 3,8 alléles lgsudeux espéces. Enfin,
locus P9 est le locus le plus polymorphe de I'esgee (7 alleles), tandis qu’il montre
diversité intermédiaire entre les deux autresdacis I'espéce Al (12,7 alleles).

Indices de divergence entre especes

Les valeurs dé&st et deRst sont toutes significativement différentes de zgwar les
comparaisons entre sites d’especes différentes gdabR de I'’Annex@.B.5), reflétan
I'absence d’'alléle partagé entre ligsémitochondriales. En revanche, la différenciaéiotre
populations d’'une méme espece n’est généralemargigaificative (Tableau 2 de I’Anne
2.B.5). Les valeurs dEstentre espéces sont comprises entre 0,355 et G;a8&Lrs qui sor
importantes B comparaison avec celles observées entre popudai®mméme espece (entr
et 0,250). Les valeurs d&y, prenant en compte les différences de tailledédés, montren
un contraste encore plus grand : entre 0 et 0,580|ps comparaisons intrasdégies, entre
0,894 et 0,963 pour les comparaisons interspécgi(lableau 3 de '’Annexe 2.B.5).

Cette divergence majeure entre les especes eséseapre graphiquement
'analyse en composantes principales basée sufrdgsiences alléliques, comhant une
différenciation significative entre espéces (aX@=0,001), expliquant 85,59% de la varial
totale, Fig. 2.B.5).

Enfin, 'analyse hiérarchique AMOVA réalisée sas F-statistiques confirme encc
une fois une différenciation significativentee espéeces et explique encore 45,43% ¢
variation totale (Tableau 2.B.2; 93,89% dans led=siR-statistiques, données non montré
La différenciation entre populations a l'intérieur des espéces, hielre significative
n’expliqgue que 2,65% de laxiance totale. Enfin, 51,92% de la variation egiguée par l:

variation génétique observée intra-population.

e) Microsatellites : analyses intraspécifiques
Diversité intraspécifique

Les populations de I'espéce Al montrent un gradient-sud de diveit®, avec un:
corrélation significative entre richesse alléligdes populations et la distancelaa plage
d’Ermitafio (r=-0,829,p=0,04), et marginalement significatif pour la richesse aleles
privés (r=-0,798p=0,057). Ce gradient nord-sud s’obseBgalement pour I'hétérozygo
attendue (r=-0,94@=0,003. Les populations Al situées a proximité de lagplde séparatic
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Figure 2.B.5 Représentation des distances géndies entre
'ensemble des populations de la zone de contact éno-Choros
dans un espace en deux dimensiond.’analyse en composant
principales basée sur les fréquences alléliquegrmguie seul Igpremier
axe est significatifg=0,001), expliquant 85,59% de la variance totaks
couleurs symbolisent I'espece d’appartenareiddividus des différent
populations (vert : PP, bleu : Al). Les noms depybations PP soi
quasiment superposés (sites APON, APO, CHV, CHBY@HCHS).

Tableau 2.B.2 : Analyse de variance moléculaire (ARVA) des données microsatellites de la
zone de contact Aceituno-ChorasL’analyse a été basée sur les statistiqudbasées sur la
fréquence des alléles).

Source de variation Degrésde  Somme Composantes Pourcentage Valeur
liberté des de la de dep
carrés variance variation (%)

Entre espéces Al et PP 1 153,235 0,61046 45,43 0,00267
Entre populations a l'intérieur des 10 21,643 0,03562 652, <0,00001
espéces

A l'intérieur des populations 484 337,658 0,69764 51,92 <0,00001
Total 495 512,536 1,34373
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des especes montrent donc une diversité plus fgilecelles plus éloignées de la zone
contact (Fig. 2.B.6, Tableau 2.B.1)u/sein de I'espéce PP en revanche, les indices
similaires entre les populations (corrélations non significet entre les indice
populationnels et la distance a la plage d’Ermita®,05), et la richesse allélique est 1
faible a nulle (Fig. 2.B.6, Tableau 2.B.1).

Structure intra-population

Les valeurs dé s sont significatives pour toutes les populationseptées CHV ¢
CHN (valeurs sur I'ensemble des loci : Tableau 2;Rliétails locus par locus dans le Tabl
1 de 'Annexe 2.B.5).

La probabilité d’observer deux fois le méme génotypetitogls pour deux individu
différents dans une méme population (probabilitéeaditité moyenne) diminue avec
nombre de loci utilisés (Fig. 2.B.7). Les troisiloonsidérés montrant peu de résolufmur
discriminer les génotypes dans I'espéce PP (fgblgmorphisme populationnel), nous n
intéresserons plus particulierement aux populatdnévoir Annexe2.B.5a pour PP). Dai
les populations ERMS et ERM, un exces de génotypekilocus répétésest observé
lorsqu’on compare avec les hypotheses de panmixigeecroisements pleifmeres (Fig
2.B.8). Cette différence est moins marquée pourplgsulations CPIl, APN et APS (te
statistiques non réalisés du fait du faible nonbadtendus pour @drque type de génotyp:
Tous ces génotypes multilocus répétés dans les lgimms Al sont des génotyp
hétérozygotes pour au moins un des trois loci (£iB.9).Les données suggerent égalen
qu’il y aurait une fréequence d’homozygotes a toes loci (génotypes répétés ou ne
supérieure aux attendus sous a I'hypothése de ganifwoir Annexe2.B.5a). Néanmoin:
étant données les valeurs ds importares, il est difficile de savoir si cet exc
d’homozygotes est di a I'échantillonnage ou a wstesye de reproduction. La fréquer
importante de génotypes répétées dans les popuai®MS et ERM correspond cepenc

aux attendus sous I'hypothése de reproduction @ona

Flux géniques entre populations

L’'analyse en composantes principales (ACP) atdiieur de chacune des espé
révele I'existence d’'une différenciation généticgignificative entre populations, expliqua
55,92% et 71,89% de la variance totale respectinepmur Al et PP (Fig. 2.B.10).

Au sein de I'espéce Al, I'axe 1 sépare les popaatselon un ordrgui correspond

la latitude : depuis ERMS au sud jusq@€®l au nord, a I'exception de la population A
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Figure 2.B.6 : Indices de diversité des populationsle la zone de contac
Aceituno-Choros. A. Richesse allélique, B. Richesse en alléeles prive.
Hétérozygotie observééi§). Les populations sont ordonnées du nord versde et

la distance est exprimée en kilométres depuis dgeplde séparation des especes
(Plage d’Ermitafio), vales positives vers le sud et négatives vers le .nbed
couleurs symbolisent I'espéce d'appartenance dedividlus des différente
populations (vert : PP, bleu : Al).
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Figure 2.B.7 : Puissance des trois loci microsati#éés pour différencier les individus
sous I'hypothése de panmixie (traits pleins) ou deroisements pleinfréres (traits
pointillés) dans les populations de la zone de caut Aceituno-Choros.La probabilité
d’identité moyenne est la probabilité d’obserdeux fois le méme génotype multiloc
pour deux individus différents dans une populatiGette probabilité diminue avec
nombre de loci utilisés.
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Figure 2.B.8 : Fréquence des génotyp:
multilocus répétés dans les populations A
de la zone de contact Aceituno-Choros.
Cette fréquence (Freq.)observée e
comparée avec celle attendue <
I'hypothése @ panmixie et sous I'hypothe
de croisements pleirfseres. Ici, aucun d
ces génotypes répétés observé 1
homozygote pour I'esemble des loci (vo
détails sur la Fig. 2.B.9).

Figure 2.B.9 : Fréquences des différent
types de génotypes dans chaque populati
Al. Freqg. : fréquence ; homozygote
homozygote aux trois loci ; hétérozygot
hétérozygote pour au moins I'un des tlos ;
unique : génotype multilocus observé |
seule fois dans la population ; répét
génotype multilocus observé plus d'une !
dans la population. Note : la fréquence
homozygotes répétés a été calculée, mai
nulle dans les populations d’espéce (&bir
Annexe 2.B.5).

m Freg. homozygotes uniques
n Freq. hétérozygotes uniques
Freq. hétérozygotes répétés
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(Fig. 2.B.10). Lorsque la correction de Bonferrest appliquée, six valeurs @er resten
significatives (Tableau 2.B.2 de 'Annexe 2.B.5b).

Au sein de l'espece PP, le premier axe de I'ACPas®pes populations en trc
groupes CHB et CHN dans un premier groupe, CHV, CHS eOAfans un deuxiéme
APON constituant un troisieme groupe (Fig. 2.B.1®@s valeurs dést sort effectivemen
significatives entre les paires de populationsples distantes sur TACPAPON et CHB
APON et CHN Fs7t=0,153 et 0,250, Tableau 2 de I'’Annexe 2.B.5b).

Les Rst calculés entre paires de populations de méme espec sont pe
significaivement différents de zéro lorsque la correctiodaferroni est appliquée (Table
3 de I’Annexe 2.B.5b).

L’AMOVA réalisée en définissant les groupes surblase de la localisation d
populations Al par rapport a la plage d’Aceituno tnergue la majare partie de la variatic
est expliquée par la variation intpapulation (94,46%) et que la structure testéetrpas
significative £=0,10). Au sein de I'espece PP, la séparation deslations en fonction ¢

leur localisation par rapport a la plage de Chaorest pas non plus significativp<0,83).

Isolement par la distance

Etant donné la congruence des résultats microsesetlvec la définition des espe
sur la base du marqueur atp8/trnS, les tests ditsamt par la distance ont été réaligésseir
de chacune des espéces. Lests de Mantel n'ont pas détecté d’isolementlpatistance
significatif lorsque tous les sites sont inclys=@,076 pour Al etp=0,384 pour PP
L’isolement par la distance est cependant importiams I'espece Al isque la populatio
ACE est exclue de I'analyse 10,739,p=0,022). Les distances génétiques entre paire
populations en fonction de la distance géographgque représentéekans la figure 2.B.1:
Cette figure permet de voir graphiquement que &sdres naturelles (plagd’Aceituno pou
Al et plage de Choros pour PP) n'ont pas d’effetqué sur les distances génétiques €

sites, résultat déja montré par les AMOVA réaliséas-espéce.

4. Discussion

Un isolement reproducteur complet entre especescept biologique de I'espece
L'absence d’alleles partagés entre especes défisias la base des ligné
mitochondriales, méme si le nombre d’individus efati dans cette étude est limité, sug
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Figure 2.B.10

Représentation dans  ur
espace en deux dimensiot
des distances génétiques ent
populations de l'espéce A
(A) et entre populations de
'espece PP (B) de la zone
contact Aceituno-Choros.Les
analyses en composan
principales montrent que, de
les deux cas, seul le prem
axe est significati{p=0,018 e
p=0,020 respectivemen
expliqguant 55,92% et 71,89
de la variance totale.
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Figure 2.B.11 : Différenciation génétique entre laalités composées d'individus de méme espe
dans la zone de contact Aceitun@horos en fonction de la distance géographique (doées
microsatellites). Pour chaque paire de localités, la distance génétiqueadsulée par la relatic
Fs#(1- Fsy), et la distance géographique est la distancauarg les principaux traits de céte. |
couleurs bleu et vert indiquent des comparaisonse graires de populatis respectivement ¢

'espéce Al et de I'espéce PPobjectif étant d'identifier le role des plages dable dans la structuration
intraspécifique, cing groupes de comparaison guupilations ont été définis : Al nord : paires d@ylations Al situées

au nord de la plage d'Aceituno ; Al sud : pairespiulations Al situées au sud de la plage d’Aceity Al inter :
populations Al, l'une située au nord, l'autre ad sie la plage d’Aceituno ; PP nord : paires de faimns PP situées au
nord de la plage de Choros ; PP inter : populati®Risl’'une située au nord de la plage de Chorosréaau sud (note : le
sud de la plage de Choros inclus une seule popujafiois points particuliers sont indiqués, poiptaur lesquels la

distance génétique estipérieure a celle attendue sous I'hypothése dfiseht par la distance dans Al (voir texte) :
trois points montrent que la différenciation géméd entre la population ACE et les autres populati®inest supérieure a
celle entre populations Al séparées par une plagan{ér).
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fortement I'absence totale de flux de genesreciles especes dans la zone de co
AceitunoChoros. Cet isolement reproducteur est probablemecien, les alléles montre
des tailles contrastées entre espéeces pour I'ensaablloci, particulierement P9 et P3.
especes Al et PP partagent gaat des alléles pour tous les marqueurs lorsqsiéndiévidus
de I'ensemble des aires de répartitemmt considérés (Annexe 2.B.4), mais de I'homop
peut alors étre invoquée, les alleles pouvant éEeméme taille bien que résult
d’événements de mutation différents. Lalyabilité d’homoplasie est en effet généralen
proportionnelle a la distance génétique entre dadiwidus ou populations, en particul
pour les populations de taille efficace faible (fgtet al, 2002). La divergence enties
especes étant ancienne (voir Chapitred),telles mutations ont tres probablement p
produire.

L’'absence d’alleles partagés indique donc une aesdihybridation, permettant «
conclure quant au statut d'especes de PP et AlChapitre 1 avaimis en évidence
présence de deux especes cryptiques au sein gedesnorphologique. nigrescensen se
basant sur le concept phylogénétique de I'espéétude réalisée ici dans la zone de cor
Aceituno-Choros permet de renforcer cette définitd’especes cryptiques, puisqu’on p
maintenant affirmer qu’elles répondent au concepiobique de I'espece. En attendant
description et une appellation formelle de ces e=peelles seront appeléespece Alet
espece PRlans la suite de ce manuscrit de thése, le mgpéce» ayant un sens plus lar
gue jusqu’a présent (concepts phylogénétique éidigue).

Cet isolement reproducteur complet entre espgoass de Laminariales contre
particulierement avec [l'idée générale que les ements interspécifiques, Vvoi
intergénériques, sont courants dans ce groupeugsalgrunes appelées « kelpd 'utilisation
de marqueurs moléculaires avait déja montré queciesements réalisés en laborat
n'étaient pas toujours représentatifs dadalité des croisements interspécifiques (coait
entre hybrides et individus issus d’apogamie opaighénogénese), mais ces études av
également montré que de telles hybridations étgiessibles en conditions de laboratt
(Liptack et Druehl, 2000 ; Kraan et Guiry, 2000raKnet al, 2001 ; Druehkt al, 2005). Le
présente étude est la premiére a montrer un isoleraproducteur complet entre espéce
Laminariales en conditions naturelles, qui pluschsiz des especes cryptiques sogrchies

phylogénétiquement et non différenciables morphglogment).

Ségrégation géographique des espéces
La caractérisation génétique avec le marqueur hnitodrial de deux des trois zor
155



Chapitre 2.B

de contact a montré qu'au sein de chaque site diitbanage (100t50 m. de c6te) ur
seule espece est présente. Les especes sont siiémant séparées par des plage
sable, indiquant une absence de contact réel @sjpeces. Contrairement aux atter
théoriques décrits en introduction, non seulement n&avons pas observé de zone hybr
mais nous n'avons pas non plus observé de zongrdpatrie. Il s’agit donc de zones
contact bimodales plutoét que deenes hybrides ». La ségrégation géographiquestese:
est d’autant plus impressionnante dje@'eest maintenue a tres petite échelle spatiallas
gu’'aucune différence environnementale marquée émtedités voisines n’avait été obsen
lors de I'échantillonnage. Ceci ouvre de nouveltpsestions les localités Al et P
d’Aceituno-Choros sont-elles vraiment des habié&islogiquement équivalen®sEn d’autre:
termes, les zones de contact observées correspegldsna des zones de tension ou a
zones d’écotone ?

Plus généralement, pour expliquer les aires diilmliion des especes Adt PP ¢
I'échelle régionale et locale et pour inférer supbssible stabilité temporelle de ce patro
est nécessaire d’'étudier les différences de nicléo@ique entre espéces d'une part, e
conditions environnementales des sites d’autre. partpartie C de ce Chapitre décrit les
expériences réalisées pour étudier le réle degdestenvironnementaux sur la distribut
actuelle des especes. L’hypothése d’'une exclusiompétitive entre les espéces, non te
ici, est une possibilité non négligeabldes espéces Al et PP peuvent avoir div
suffisamment pour gu'’il s'agisse d’especes selenctencepts phylogénétique et biologic

mais qu’elles soient trop similaires écologiquenmmnir coexister en sympatrie.

Roéle des plages de sable : isolement reproducteagépgraphique

La présence de plages de sable séparant les aidistdbution des espéces a I'éch
locale suggere un réle de barriere extrinsequetdmhifortement les flux de genes er
especes. Cela correspondrait a dmlément reproducteur écogéographique (ou isolepse
I'habitat), avec absence ou restriction de la dispa entre habitats.

La plage d’Ermitafio de 1,5km séparant les espéans la zone d’Aceitun@horos
peut étre considérée comme étendue lorstpre donsidere la capacité de dispersion
especes dé. nigrescensUne étude des flux géniques a microéchelle (ZZ&mm.) che:
I'espece PP (localités a 20°S) a confirmé aveammsjueurs microsatellites que la disper:
est en effet tres limitée 586 des individus sont assignés a leur quadra (@ifof)gine. Les
évenements de dispersion a 25, 250 et 275m soes (&a5%) et sont équiprobables

Faugeron, com. pers.). La plage de 1,5km qui dodt ®anchie pour qu’il y ait hybridatic
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et/ou coexistence des espéeces dans la zone d’Acdltioros constitue donc certainem
une barriére non négligeable a la dispersion.

A I'échelle évolutive, les plages ne sont cependsad des barrieres absolues .
dispersion et la seule présence de ces plagegut pas expliquer I'absence d’hybridation
effet, de nombreuses plages sont présentes eritbee18@2°S (810 plages recensées par Thiel
et al, 2007, situées en moyenne tous les 1 a 4km), earegines plages atteignant 60km
long (Concepcién, 38°S), sans qu’il y ait une digowité génétique majeure associée
(Chapitre 1). D’autre part, a I'échelle de la zaleecontact Aceitun&horos, les populatior
de méme espéce situees de part et d’autre desspdageable (plage d’Aceituno et plage
Choros) partagent des alléles pour les loci micesltais et ne montrent pas de différencia
génétique marquée, traduisant la perméabilité dmilaere aux flux de génes constituée
les plages de sable (résultats des ACP, test deeMadtistiqued-st et Rsy). L'isolement
eécogéographique contribue donc certainement ddhsent reproducteur entre espéeces, |
ne semble pas suffisant pour expliquer I'absend¢g/didation ni la norcoexistence de
especes

La capacité de reproduction asexués inportante a prendre en compte [
expliquer les aires de distribution des espece®ftet, en 'absence de reproduction asex
il est nécessaire que deux spores recrutent amitéxiune de l'autre (distance de dispers
des gametes males derldre du millimetre) pour qu’il y ait fécondatiort ormation de
sporophytes. Dans le cas d'un isolement reproduateunplet (ex par incompatibilite
gameétiques ou nowiabilité des hybrides), le gamétophyte issu pangaie de la migratio
d’'une sporeAl vers un habitat PP aurait une valeur sélectivbena moins que d’autr
gamétophytes Al recrutent a tres faible distan@dxes conditions, un gamétophyte fen
capable de parthénogénése aurait une meilleurairvaddective, ce qui se traduirgar la
présence d’individus parthénogénétiques Al au dem populations PP et inversement.
capacité de parthénogénese a été montrée en laiberatais reste a démontrer en condit
naturelles (Oppligeet al, 2007). Plusieurs éléments ici nquermettent de penser que si
mode de reproduction existe sur le terrain, il gst fréquent (i) Nous n’avons jamal
observé d’individus Al dans des populations PP reteisement. Néanmoins, d’aut
éléments pourraient limiter ces événements de togrdex: compétition interspécifiqu
contre-sélection des sporophytes immigran(s). La fréquence de génotypes multiloc
homozygotes a tous les loci est généralement &ibtefdans les populations Al (infériet
aux attendus sous I'hypothése de panmixie). Dearmions cependantACE, ou le nombr

d’individus doit étre augmenté pour affiner lesutésdts, et APSL’étude des distributior
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génotypiques a cependant révelé une fréquence ragyges multilocus répétés importa
dans toutes les polations Al, suggérant alors de la reproduction derdans I'espece A
plutdét que de la parthénogénése. Les donnéesgfete PP ne permettent pas de déterr
si le systéme de reproduction est similaire ou @®s données, bien que portant sur peu d
loci et sur une zone géographique particuliéret grvometteuses pour la suite (these
Valeria Oppliger en cours). Dans le cadre de |sgnte étude, la présence de reprodu:
clonale semble ne pas affecter la distributionidds/idus, les espésene coexistant pas. !
mode de reproduction est possiblement un procesgissant a I'échelle trés loc:

(population), sans qu’il y ait d’événements de @iligns & moyenne distance.

Zone de contact Aceituno-Choros : des processusgi&phiques contrastés entre especes
Les indices calculés ont montré que la diversig mpulations Al est supérieure ¢

diversité des populations PP dans la zone de dodteeitunoChoros. Cette différenc

semble liee a des processus spécifiques a la régiatbt qu'aux especes en général

I'analyse de deux autres populations (LC, 33°SAat,R26°S) a montré en effet une diver:

plus faible dans le site de I'espece Al que darsi de I'espéce PP pour ces populati

particulieres (Annexe 2.B.2).

La différencede diversité observée entre populations Al et B3 thazone de conte
Aceituno-Choros peut étre expliquée par quatre thgses, non-exclusives :
® Histoire de la colonisation de la région le groupe de sites Al de la zone
contact pourrait étre urrelique d’une aire de distribution Al plus étendiezs le
nord (englobant la région 29-30°Se groupe de sites PP de cette zone, ains
ceux situés plus au sud (entre Choros et Tong@yrraient étre la conséquer
d'un ou de plusieurs événemente dispersion et colonisation depuis
populations PP situées au nord de 29°S. La faivkrsité observée pour les si
PP pourrait donc étre expliquée par la colonisattetivement récente (liée a ¢
effets de fondation par exemple), tandis qudiVversité dans les sites Al reflétel
la diversité ancestrale. L'événement opposé, dealte de fondation de
populations Al de la zone de contact Aceit@ioeros a partir des populatic
situées plus au sud ne peut cependant pas éttéepaur 'instant, en I'absenc
de données de diversité de populations situéesdedies Reégion de transition.
(i) Flux de génes contemporains entre populations Al dongue distance: la

diversité des sites Al d’Aceituno-Choros peut reftda présence de flux de gn

depuis des populations Al situées plus au sudcatts zone de contact, favori
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par les courants qui s’éloignent vers le largeigaau de la Pta Lengua de Vac:
s’approchant a nouveau de la c6te a la latitudie dégion Aceituno (Thieét al,
2007, voir également Fig. 1.14, Chapitre 1). Chitpothése nécessite cepenc
des évenements de dispersion a longue distanc20@an).

(i)  Talille efficace des populations les processus démographiques actuels pe
étre distincts entre populations &l PP de la zone de contact, soit en conséq!
de différences environnementales a I'échelle Igcatét du fait de différence
génétiques entre espéeces. Ceci peut se traduidepatifférences dans la durée
cycle de vie, le succes reproducteurptassibilité de reproduction asexuée,
encore la compétition intraspécifique. En partieylil a pu étre démontré par
suite que les régimes de variation de la températad’eau sont distincts entre
populations ACE (Al) et CHV (PP) (voir Partie C de Chapitre) I'eau plus
froide dans les populations Al pourrait en effetraegter le succes reproduct
des individus en comparaison aux sites PP, plugrée du centre de résurgence.

(iv)  Régimes de perturbation(variation temporelle de la tailkfficace) : le régime ¢
résurgence étant plus marqué vers le nord de laZogigunoChoros que vers
sud, cela peut avoir un impact sur la maniére despopulations sont affecté
par les événements ENSO. La diversité plus imptatabservée pouhl dans
cette région pourrait ainsi résulter d’'une stabitémporelle plus importante g
pour PP. La distribution unimodale des fréquendédicues dans Al est L
élément suggérant en effet que ce groupe de lésaist a I'équilibre mutation-

dérive.

L'obtention des données microsatellites pour lasxdrmitres zones de contact étud
devrait permettre de trancher entre ces différehigmthéses. Les trois zones de cor
different en effet par les régimes de résurgengeaet’étendue de la sliribution locale d

I'espéce Al, et donc probablement par la tailléceffe des populations.

Zone de contact Aceituno-Choros : processus ingei§ipues

Au sein de I'espéece PP, la faible diversité danzolae de contact ne permet pas
comparer legifférents sites. Au sein de I'espéce Al, nous avamsitré la présence d'’t
gradient de diversité décroissant selon un axduthtial nordsud, axe qui correspol
également a un gradient de proximité aux sitesll@B.populations Al situées en bord

d’aire (proches des populations Psites ERMS et ERM) montrent une diversité plublé
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que celles qui en sont éloignées. Les mesures ersdé sont donc en accord a
I'hypothese générale que la diversité génétiquepdesilations en limite d’aire eplus faible
gue celle des populations centrales, du fait diééreihces de pression environnementale ¢
I'isolement de ces populations périphériques (Bckeal, 2008). Cette tendance semble
outre accompagnée d’'une augmentation du taux dedegtion clonale. Bien que ce résu
demande confirmation, il est également en accorec des attendus théoriques d’t
augmentation de la reproduction asexuée dans frdgimns marginales.

Les conditions environnementales particuliéresetie zoe de contact pourraie
également renforcer cette distinction entre popaiatcentrales et populations marginale:
I'Al, si le régime de résurgence est plus pronovess les sites ACE et CPI au nord que
les sites ERM et ERMS au sud. Bien que diéf&rences de régimes de températures ot
étre montrées par la suite entre les sites CHV @E APartie Cde ce Chapitre), nous
disposons actuellement pas de données sur la peesam gradient environnemenghtre
sites Alde la zone de contad’autre part, 'hypothése que les populations AGECPI
seraient des populations centrales nécessite d/étiée: en effet, nous ne connaissons
I'étendue vers le nord de la zone habitée par lespd, audela de la population CPI,
population connue PP la plus proche est celle de Huasco (28Q7’S), a 60km au nord
CPIL.

Le gradient de diversité observé pour I'especaldis la zone de contact Aceituno-
Choros peut étre expliqué a I'échelle locale, @ ltonsidere que les populationsgi sont
a proximité de populations PP sont des populatimaginales. Cependant, lorsqu’on se p
a I'échelle de I'aire de distribution globale de @B-42°S), I'ensemble des populations Al
cette zone de contact (29°S) peuvent étre congsld@r@mme marginaleslles sont isolée
du reste des populations Al (200km des populations les plus proches), et studes dan
un habitat de limite d’aire. Afin d’identifier lesonséquences génétiques de cet isoleme
serait cependant nécessairecdenparer la diversité obtenue pour Al dans la ztmeontac

Aceituno-Choros avec celles de populations Al glusud.

Conclusions

L’analyse de deux zones de contact avec le margeuéiechondrial a montré ur
ségrégation compléte entre les espedestP, y compris a I’échelle locale. Dans la oé:
d’Aceituno-Choros, aucune hybridation ni introgression enfijgéees n’'a été détectée a
les marqueurs microsatellites, suggérant un isalémeproducteur complet et ancieRP et

Al constituent donc des espéces distinctes, non seulement suivant dencept
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phylogénétique de I'espece, mais également suivaatdoncept biologique.

La présence de plages séparant les distributiocelel® des especes suggere
I'isolement écogéographique contribue partiellementa I'isolement reproducteur, en
diminuant les flux de genes entre populations egude part et d’autre de ces pla
Cependant, I'étude des flux de genes intraspécsigquenontré que les plages de sables
loin d’étre des barrieretotalesa la dispersion, ed’autres barrieres reproductives sont

nécessaires pour expliquer I'absence d’hybride ealségrégation spatiale des espéces
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C. Effets de facteurs environnementaux sur e
distribution géographique des deux espece
cryptiques Al et PP deL. nigrescens importance de
ces facteurs pour expliquer I'absence de sympatr

dans la Région de transition

1. Introduction

a) Spéciation et sélection naturelle

L’habitat peut influencer différentes barrieres osfuctives prézygotiques et/
postzygotiques, présentées dans l'introductionedehapitre, comme(i) la phénologie, (ii
I'isolement écogéographique, (iii) la contre-sétattdes immigrants, et (iv) la contre-
sélection des hybrides liée a I'environnement (egéque). L'importance de la contre-
sélection des immigrants comme barriere reproductieéé soulignée depuis peu (Rundl
Nosil, 2005 ; Nosikt al, 2005, appelée « immigrant inviability. Certains auteurs l'inclue
dans la définition de I'isolement écogéographicoe iSolement par I'’habitat, exCoyne e
Orr, 2004).L’isolement écogéographique est présent quand dgsilations montrent de
préférences héréditaires pour des habitasndts d'une méme région et échangent pe
migrants, réduisant ainsi directement la probabitie rencontres et donc de croisem
interspécifiques. Au contraire, I'isolement par tersélection des immigrants nécessite ¢
y ait migration entre les deux habitats : la sé&echaturelle agit contre les immigrants, mal-
adaptés a leur nouvel habitat, diminuant ainsi ilgration efficace, et donc la probabilité
rencontre interspécifique. Cette barriere d’isolehreproducteur, bien que générannor
considérée, semble jouer un réle important damsdmtien de I'intégrité des taxa et dan:
structure des zones hybrides, notamment cellesosaiigue pour lesquelles les taxa mont
une adaptation a leurs habitats respectifs (Nasil, 2005).

L’isolement par contre-sélection des immigrantsuppose (i) une ou des différen
écologiques entre habitats (facteur de sélect{@hune distance géographique entre hab

inférieure a la distance de dispersion des taxangitant la migrabn entre habitats, et (ii
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une divergence adaptative des taxa liée a I'habtatdernier point se traduit par une
différence de valeur sélective entre individus rédents et individus immigrants dans

chaque habitat

b) Divergence adaptative : définitions

L’évolution de la divergence adaptative est fav@ipar une hétérogénéité spatial
I'environnement et des flux de geéenes limités emgopulations d’habitats différents. L
différences environnementales vont agir comme teiate sélection divergemtsur les trait
liés a la valeur sélective. En I'absence d'autmsds évolutives, la sélection divergente
favoriser dans chaque population locale (déme) ligian de traits qui procurent un avant:
sélectif dans les conditions environnementalesales (habitat), quelques soient
conséquences de ces traits sur la valeur séledaws d’autres habitats. Les génoty
résidents dans chaque deme auront donc en moyeenealaur sélective relative plus fo
dans leur habitat local que les génotypes origisaifautres habitatsce processus est app
adaptation locale (Williams, 1966 cité par Kaweeki Ebert, 2004). Cette définition
I'« adaptation locale» s’applique aux patrons et processus observé® populations
locales d’'une méme espeéce, c’'est-a-dire potentigllent connectées entre ellegar des
flux de génes(Kawecki et Ebert, 2004). Nous allons donc diffiier par la suite ¢
processus d’adaptation locale de celui de diverg@mire espéces caractérisées par ur
isolement reproducteur, que nous appellerons divergence spécifique»s. Il est donc
important de souligner qu’en plus du processus bergence spécifique, peuvent
superposer des phénomenes d’adaptation localeimue® especes. Enfin, nous appelle
« adaptation liée au site sles patrons et processus de divergence obsertrésirdividus de
sites différents, indépendamment de la présencmoule flux de genes entre ces sites.

La définition de I'adaptation locale au senscstricensuKawecki, 2003 se
traduit par une meilleure valeur sélective desviddis résidents par rapport aux indivic
immigrants dans chacun des habitats (adaptatioproégie). De la méme facon, on pour
définir la divergence interspécifigue d’une maniégeiproque. Cegndant, cette définitic
stricte de I'adaptation est restrictive, pour pduss raisonsD’une part, elle fait I'hypothes
gu’il y a des codts symétriques a I'adaptation ¢4 @lasticité phénotypique (voir Encau
2.C.1), ce qui n'est pas toujours le cas (voir p@awue chez les plantedeimu et Fischel
2008 ;, pour des insectes et organismes uniceakslai Kassen2002). Ensuite, dans |

populations naturelles, la sélection n’est pasdel $acteur en jeu. Dérive, histoire ¢
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Encadré 2.C.1 : Etude de la divergence adaptativeaspects théoriques

Pour chaque habitat, il est possible m@résenter la différence entre les valeur
sélectives des résidents et des immigrants de mamiégraphique (Fig. 1, Leimu et Fisher
2008) : les cas ou les résidents ont une meillealeur sélective que les immigrants seront apy
POS (positif, résidents > immigrants), les cas rairgs seront appelés NEG (négatifs, résidel
immigrants). Les quatre cas possibles sont reptéselans les Figurka a d, avec les patrons P
et NEG correspondants.

Définition de I'adaptation réciprogue et supposes

La définition stricte d’adaptation localsepsuKawecki, 2004 nécessite de compal
d’'une maniére réciproque entre habitats la valélactive des individus résidents par rapport aux
individus immigrantsL'adaptation locale au sens strict (réciproque) saléfinit donc par la
présence d’une relation POS dans chaque habitateflétant I'action de la sélection divergent:
de I'adaptation locale réciproque : les normeséaetion se croisent (POS-POS, Fig. 1a).

Pour expliquer le maintien d'un polymorphisme, oppose généralement que les all
ont des effets opposés sur la valeur sélective dandifférents habitats (pléiotropie antagonis
c'est-a-dire qu’il y a ueodt de I'adaptation (compromis ou trade-off) (Kawecki, 200£n effet,
un génotype qui serait supérieur dans tous lestatabénvahirait 'ensemble des habitats ¢
diversité ne serait pas maintenue. Pour qu'il yadiptation locale et maintien de la diversité
faut également qu’il y aitles colts et des contraintes a la plasticité phénypique (Kawecki,
2004) En I'absence de ces codts et contraintes, untg@aaui produirait le phénotype optin
dans chaque habitat serait fixé dans tous lesaiabit

Autres définitions de I'adaptation

La maniere de détecter de l'adaptation diverge nséds auteurs, en fonction de
définition donnée a I'adaptation, si elle estiproque ou nonet si elle est liée a de la sélect
divergente. Cela est le cas pour les articlesatnade I'adaptation locale (voir pour revdawecki,
2004 ; Leimu et Fisher, 2008} également pour les articles concernant leseoasrreproductive
par contre-sélection des immigrants et/ou par eesifection extrinseque des hybrides (Bosil
et al, 2005; Lowryet al, 2008). D'un point de vue statistiqudéterminer la présence
d’adaptation locale ou de divergence interspécifigeinon réciproguecorrespond a tester dan:
chaque habitat si la valeur sélective des individugésidents est significativement meilleure
que celle des individus immigrants (relation POS)ndépendamment du patron observé dan
les autres habitats.

Fréguence de I'adaptation réciprogue versus napreggie

Une méta-analyse récente des études d’adaptatiate | chez les plantes herbac
terrestres réalisée par Leimu et Fisher (2008)nai anontré que 45,3% des études seulel
montraient la présence d'une adaptation localeprégue (POSROS, Fig. 1a). La présen
d’adaptation locale non réciproque (relation NEGSP@st observée dans 51,4% des cas. La mal-
adaptation dans tous les habitats (relation NNE®, Fig. 1d) en comparaison est tres

fréquente, observée dans seulement 3,3% des cas. ,
Figure 1: Graphiques conceptuels de

a) b) combinaisons possibles de normes de réacti
" i a . pour la valeur sélective et les tails d’'effets

@ 1 AR ~_ & + correspondants. La taille d'effet mesure |

g >< & 2 L8 L différence de valeur sélective des indivil
- = . —— = = | E— ir_nmigrants et résidents («a» ou g)bdans ur

o d A R Mean gite (« A » ou « B). Un effet positif indique qu
. 2 8 ° «les individus résidents ont une meillel

H a__— g L - g >< I performanceque les individus immigrants. a) C

B T~ & i 2 POS-POS. b) Cas PO$EG, moyenne des effe
v m| e i positive, c) Cas POSEG, moyenne des effe

A B A& Wewm & B A B Mean npégative, d) Cas NEG-NEG.
Figure d’aprés Leimu et Fisher (2008).
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populations et tau d'immigration sont des facteurs qui peuvent feeifadaptation ol
conduire a des maladaptations, rompant ainsi lderég réciprocité de |'adaptatic
L’absence de réciprocité dans I'adaptation peusiaéBe due a un biais expérimental
toutes les composantes de la valeur sélectivend@sdus n’ont pas été prises en compte:(ex

expérience limitée en temps, stades de vie dguerdf@rmance n’est pas mesurable).

c) Etude de la divergence adaptative : aspects expataux :

Chaque méthode d’'éle de l'adaptation présentée dans I'Encadré 2.C.2es
avantages et inconvénients. Les transplantatiariprogiues permettertte tester 'ensemb
des facteurs environnementaimxsitu tandis que les expériences en conditions cong@lée
peuvent étre réalisées qu’en sélectionnant un nehrhité de facteurs environnementaéx
I'absence de différence environnementale évidéiniéest pas toujours facile de détermirer
priori quels sont les facteurs environnementaux lespgeusnents, mais d’'un &ne c6té, cel
permet de les tester indépendamment ou en intenaetid’avoir une estimation de la nor
de réaction selon les populations d’origihes transplantations réciproques sont quant a
souvent limitées pour des raisons éthiques ou tqabai Il est parfois difficile de détermir
les différences de valeurs sélectives entre immtgrat résidents sur I'ensemble du cycle
vie si on veut éviter la reproduction des génotypesisplantés (et donc les risq
d’introduction). Enfin, 'expéence d’éradication locale est particulierementéri@ssante dal
les cas ou les habitats sont géographiquement modst-adire situés a une distan
inférieure a la distance de dispersion moyenneedpéce, car elle permet de différencie
contresélection des immigrants due a un facteur envinoremtal auquel les immigrants s

mal-adaptés de I'effet de la compétition entre igmamts et résidents.

d) Objectifs de I'étude

L'objectif de cette partie a été de déterminerdle de la sélectionigergente, liée
I'environnement, comme barriére reproductive ené® especes Al et PP. La séleci
divergente peut, a grande échelle géographiquéglites aires de distribution des espéce
donc expliquer pourquoi la Région de transitioriesiél seulement entre 29°S et 30°S. Le
que les espéces présentent des aires de distrilmisimintes et qu’elles ne coexasit pas
I’échelle locale diminueen effet la probabilité de rencontre entre gambétdrospécifique:

et donc contribue a I'isolement reproducteur. Eiesw une plus petite échelle spatiaans
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I'adaptation locale (& l'intérieur d’'une especes Btudes expérimentales de I'adaptatitiiisent
trois types d'approches, qui ont pour point comnignsoumettre des individus provenant
différents types d’habitats aux mémes conditiondsrennementales :

Encadré 2.C.2 : Etude de la divergence adaptativeaspects expérimentaux

Que ce soit pour étudier les processus de spatiatontresélection des immigrants)

Transplantations réciproques: approche classiguement utilisée dans [I'étude
I'adaptation locale, des zones hybrides et de tapétition interspécifique. Deux étape
(i) Transplantation d’individus entre habitats diffints, en inclant plusieurs sites p
habitat. (iij) Comparaison des valeurs sélectivaseendividus résidents et immigrantg
adaptation locale et/ou divergence interspécifigue

Expérience en conditions contréléefaboratoire ou jardin expérimentalfi) Recréer le:
differences écologiques entre ldgférents habitats, et soumettre a ces conditides
individus issus des différents habitats. (ii) Congpdes normes de réaction (interact
génotype x environnement) entre habitats d’origioer tester I'adaptation locale, et er
espéeces pour tester la divergence interspécifique.

Eradication locale: approche généralement réalisée en complémentieles autres ¢
principalement sur des espéces sessiles (plafteskiste a éradiquer tous les indivii
d’'une zone délimitée et a déterminer 'origine tigues qui recolonisent cette zone.
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les zones de contact, la cons&ection des immigrants peut agir comme bar
reproductive en limitant la migration efficace enpopulationgles deux especes différen
mais géographiquement proches.

Afin d’étudier le role de la sélection divergentnd I'isolement reproducteur et d:
le maintien de la structuration géographique obgmeéus avons cherché a déterminer <
a contre-sélection des immigrants limitant la ntigraefficace entréabitats occupés par |
deux espécedans la Région de transition. Cette étude a ét&ensur le stade sporophytic
a l'aide d’une expérience de transplantation récjpe.

Une seconde expérience a été réalisée afin denmdgez siles deux especes avai
une réponse différente a un certain parametreeti@ifonnement, ici la température de I'e
La valeur sélective des stades microscopiques (pgim@es et sporophytes) a été comp
entre especes pour différentes conditionstetapérature en conditions contrélées. C
expérience a éteé realisée en collaboration aveerMaDppliger (these UPMEUCCNh), qui ¢
testé spécifiqguement la réponse des populatiotisnée d’aire par rapport a celles situées
centre d’aire de chaque espece. Le protocole ¢silldéen Annexe 2.C.1les résultats d
cette expérience sont en cours d’analyse et natsgas présentés dans ce document.

2. Matériel et Méthodes

a) Choix des sites

L’expérience de transplantation réciproque a é@éda sur quatre sites (F{yC.1) .
Les sites Aceituno (ACE, 29°03'%ig. 2.C.3) et Rio Limari (RLI, 30°44’'S, Fig. 2%} ont
été choisis comme sites représentatifs de I'espédandis que les sites Carrizal Bajo (C#
28°04'S, Fig. 2.C.2) et Choros-VentanaH\Z, 29°12’S, Fig. 2.C.4) ont été choisis p
I'espéece PP.

Afin de différencier I'effet « divergence intergjiigue » (adaptation de I'espece a ¢
environnement) de I'effet proximité géographiqdeux de ces sites ont été choisis de fag
inclure des especes differentes mais trouvées ddes habitats tres proche
géographiquement, séparés par 24km : cas de ACH¥¢t

Dans la suite de ce chapitre, les sites ont étoupgs en fonction de leur habil

Néanmoins, nous avons retenu deux définitipossibles de I'habitat, ce qui nous a ame
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Figure 2.C.1 : Localisation des sites ¢

I'expérience de transplantation réciproque.Les
sites ou des thermometres ont été installés
I'étage subtidal sont indiqués par un point r@ug
L'aire de distribution des especes est représt
par un trait de cbte bleu (espéce Al) et vert (es
PP).
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Fig.ure 2.C.3 : Photo d’ensemble du site AceitundA\CE).
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Figure 2.C.5 : Photo d’ensemble du site Rio Limar{RLI).
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considérer deux fagcons de grouper les sitst I'habitat est défini en fonction de I'espe
gu’il héberge, soit il est défini en fonction depasition le long du gradient latitudinal. Se
le premier critére, on appellera ici « habitabAlles sites ou I'espéce Al est présente (
RLI et ACE) et « habitats P® ceux ou I'espéce PP est présente (sites CAR &f)Clh
séparation en habitats Al et habitats PP se bastesuésultats de phylogéograplet de
génétique des populations, qui ont montré qu’unegesespéece est présente dans chact
ces sites (Chapitre 1 et Chapitre 2, partie B)ois& critére latitudinal, on appellera « région
Nord » le site CAR situé le plus au nord a 28°&gion Sud» le site RLI situé le plus au s
a 31°S et enfin « région Centre » les sites gédgmapment proches ACEt CHV situés .
environ 29°S. Ici, I'hypothésea priori est que les sites different par des fact
environnementaux dépendant du gradientudiinal, comme par exemple la tempéra

moyenne de I'eau de surface et/ou son régime daufitions.

b) Réalisation de I'expérience
Cette expérience lourde a pu étre mise en placeegéal’aide précieuse de I'ensemble
membres des équipes de J. Correa et S. Faugero@QRY

La technique de transplantation d’individus ldenigrescensavait été préalableme
mise au point par I'équipe chilienne (Correaal, 2006). Nous avons adapté le protoc
expérimental initial afin de pouvoir transplanterplus jeunes individus. Le prélevement
individus a consisté a détacher les individus deolkehe a l'aide d’'une spatule afin
conserver le disque entier. Le systeme de fixatgircomposé d’'une malille, de seflexes e
de vis (Fig. 2.C.6). La mad est pliée en deux et un trou est découpé daesdea deu
parties. Les frondes de l'individu sont glisséesaders le trou le disque est alors insé
entre les deux parties de la maille. L'utilisataenserre-flexes permet de fixer correctement le
disque a la maille (Fig. 2.C.§ADes trous sont réalisés dans la roche avec emese, et le
transplants sont fixés a la roche grace a deukweigydables (Fig. 2.C.6B et Fig. 2.C.6C).

Choix des individus

Les individus a transplanter ont été ciwmsur le terrain de facon a ce que le dis
soit de taille suffisante pour étre fixé sur la lheaisoit un diameétre de I'ordre de 1cm a 5
Cette taille correspond a des juvéniles ayant uplosieurs stipes déja bien individualisés
la fronde. Lorgdu choix des individus, la priorité a été donnée taille du disque, plutdt qu

la longueur des frondes.
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, 10cm .
A.

&
(@]

fronde ™

maille stipe
serres-flexes ,
disque

numéro
d’identification

Fig.ure 2.C.6 : Structure de I'unité de transpant et installation.
A. Structure de fixation de l'individu dans la nmjlB. Fixation de i
maille au rocher a l'aide de clips et de vis. Ceiple d'individus
transplantés a proximité de deux individus déetaitiulte.
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Plan expérimental

Quinze individus ont été transplantés pour chacese16 combinaisons possibles
site d'origine x site de destination (TableéaC.1). Ces combinaisons ont été séparée
fonction de trois criteres, afin deester les hypothéses de divergence interspéei
d’adaptation liée au site et d’adaptation liee &atdaude: (i) les transplantations entre si
d’especes différentes (« inter wgrsusles transplantations entre sites d’'une méme e:
(«intra ») ; (ii) des transplantations « amtau le site de destination et le site d'originet:
les mémesversus les transplantations «allo » (autres combinalspnet (i) des
transplantations « autoLatpour lesquelles le site d’origine et le site dstohation sont de
méme région latitudinaleersusdes transplantations « alloLat » (autres combdmess

L’ensemble des transplantations a été réalise éedgr22 eR5 janvier 2008. Une for
mortalité a été enregistrée lors du suivi réalisénois apres la transplantation (29-février).
Afin de distinguer les effets de I'environnemerifées testés) des effets de la manipula
(imprévus de terrain), les individ morts en février ont été replaceés lors des @msnsuivis
(février et mars), de fagcon a obtenir 15 indivithasmisplantés par combinaison.

Afin de choisir des sites favorables au recrutdne¢@ la croissance de nigrescens
les transplants ont é&tinstallés a proximité d’individus adultes de fiese, sur le mén
étagement de I'estran (position géographique desithut détaillée en Annexe 2.C.2a a d).

Afin de limiter la pollution génétique, nous avaesiré les transplants nanriginaires

du site (« allo ») lorsqu’ils devenaient matures.

c) Suivis des transplants

Les suivis ont consisté a évaluer tous les moispadeametres de la valeur séleci
des individus la survie, la croissance et la maturité. Nous awbéfini cinq états possibl
pour chaque transplant :

- V:vivant, avec présence de disque, stipes et é®nd
E : présence de stipes et du disque, sans frondes
- D : disque seul
N : rien (absence de disque)
- A: malille absente, cassée (donnée manquante)

Les catégoriek et D ont été déhies afin de détecter une éventuelle régénérat

partir des stipes ou méme du disque en I'absendmddes. Une telle régénération avait

effet été montrée chéz nigrescengespéeceil), mais apres quelques mois la partie régér
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Tableau 2.C.1 : Ensemble des combinaisons de site destination et site d'origine testées.
L’espéce correspondant aux sites est indiquée gunsile type de transplantation réalisée en
fonction de I'espece et de I'habitat, du site djore et du site de destination (SiteOri/SiteDeast) 0
de la latitude d’origine et de destination (LatOatDest).

Destination Origine Type de transplants
. . . . Fonction Fonction Fonction
Site Habitat Site Espece espéce/habitat SiteOri/SiteDest LatOri/LatDest
Intra Inter Auto Allo AutoLat AlloLat
CAR PP CAR PP X X X
CAR PP ACE Al X X X
CAR PP CHV PP X X X
CAR PP RLI Al X X X
ACE Al CAR PP X X X
ACE Al ACE Al X X X
ACE Al CHV PP X X X
ACE Al RLI Al X X X
CHV PP CAR PP X X X
CHV PP ACE Al X X X
CHV PP CHV PP X X X
CHV PP RLI Al X X X
RLI Al CAR PP X X X
RLI Al ACE Al X X X
RLI Al CHV PP X X X
RLI Al RLI Al X X X
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finissait par se détériorer et I'individu par maykiVestermeieet al, 1994). Dans le ca
des individusvivants la longueur totale des frondes et le diamétreimabdu disque ont ét
mesurés afin d’estimer leur croissance. La présdacsores a été recherchée lssrfronde:

pour estimer la maturité de ces individus a pdditroisieme mois d’observation.

d) Traitement préalable des données

Les analyses statistiques des données (analysalslies et analyse de I'expérien
ont été realisées a l'aide du logiciel STATISTICA 0 (Tulsa, Etats-Unisgt les graphique
réalisés avec le logiciel Minitab v 15 (State CgdieEtats-Unis).

Comparaison des tailles initiales entre sites djone

Lors de l'installation des transplants, nous avoemarqué qu’il était ifficile de
trouver des individus de méme longueur de frondmsr un diamétre de disque fixé
préalable dans tous les sitdes individus provenant du site CAR en partiausemblaien
étre en moyenne plus grands que ceux des autess gitelque sble mois de transplantatic
(Janvier & mars). Une analyse de comparaison désstmitiales (longueur totale des fronc
et diameéetre maximal du disque) a donc été réabséregroupant tous les individus mesi
en janvier (date ou le plus de trarmphtions ont été réalisées), indépendamment detat
en février (mort/vivant). Un test de comparaisoneyennes non paramétrique (test
KruskalWallis) a été realisé pour déterminer I'effet espec I'effet du site d’origine sur

taille initiale des individus.

Comparaison des tailles initiales entre sites dstidation pour chaque site d’origine

Afin de détecter un éventuel effet de I'environneiésite de destination) sur |
individus, il est essentiel de vérifier que, poursite d’orighe donné, les tailles initiales ¢
individus ne different pas entre sites de destmatUn test de Kruskalvallis a été réalis
pour tester I'effet du site de destination surdidld initiale des individus. Les deux variab

utilisées sont la longueur totale des frondes didmétre maximal du disque.

Traitement des données brutes avant analyse #faist
Avant analyse statistique, les individus n’ayants pété observés vivants
I'observation suivant leur transplantation ont éiiéninés du jewde donnée. En effet, il n’e

pas possible de déterminer s’il s’agit d'une mdasgatiue a la manipulation des indivic

176



Chapitre 2.C

(stress lors du transport par exemple) ou d’'undatiter due a I'expérience.

Les étatdN (absence de restes de l'individet)A (abence de maille) ont été pris
compte de différentes fagons, dépendant du suiérienr :

-V au suivi antérieur N et A sont considérés comme « données manquantes
pour I'ensemble de relevés suivants, car il n'est passible de savoir s
s’agit d’'une mortalité due a la mattaptation au milieu ou a un proble
technique lié a la transplantation, comme par exemph détacheme
accidentel de I'individuN) ou de la maillek).

- E ou D au suivis antérieur N et A ont été considérés comme mort
I'individu.

Enfin, les individus matures éliminés pour évitercbntamination génétique ont
considérés comme « données manquantas observations suivantes, sauf indica
contraire (variable de survie). Les transplantatimyent été réalisées ais dates différente
la durée des suivis (variable retenue pour lesyaas) a donc varié entre cing (transplant
mars) et sept mois (transplants de janviesgules les données des cing premiers mo
suivis de chaque individu ont été considérées [gsuanalyses.

Traitement des variables

La survie des individus a été codée pour chaque mois d'evasen : 1 = individl
vivant, 0 = individu mortD ou E. Les individus qui ont été retirés de I'expérieee arrives
a maturité ont été considérés comwuineants pendant les mois suivantges individus or
bouclé le cycle de vie, et ont donc une valeurcs®le maximale. Trois variables de sur
ont été obtenues, correspondants aux temps & #ets apres transplantation.

Les nombres d’'individusnatures et non matures ont été obtenus pour chaque t
(3, 4 et 5 mois). Les individus matures éliminéarae 5™ mois ont été considérés matu
les mois suivants.

La croissancedes individus a été estimée a partir des penteteutecourbe de
croissance. Ces courbes représentant la longuechiadpie individu au cours du temps a|
transplantation suggerent la présence de deux tgesdponses suivant les individug) une
droite linéaire, de pente positive ou négativeiietine courbeavec décroissance suivie d’L
croissance linéaire. La décroissance initiale étdnsiervée juste aprés transplantation, |
I'avons interprétée comme une période d’acclimatatiPour chaque individu, nous awvi
utilisé la régression linaire pour estimarpente de croissance et I'ajustement du moded

données (B, en incluant et en excluant la donnée de longusur moment de |
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transplantation. La comparaison des valeurs @endus a permis de choisir le meille
modele, incluant ou non la phase d’acclimatationyrphaque individu (voir Annexe 2.C.3

pour la présentation de la méthode).

e) Hypothéses spécifiques testées

Résume du plan d’expérience

Le plan de I'expérience consiste donc en quates JICAR, ACE, CHV et RLI)
utilisés a la fois commsites d’origine des individus et comme sites dstidation, soit 1!
combinaisons possibles de site d'origine x sitaléstination (Tableau 2.C.1)es individus
peuvent étre regroupés en fonction de I'especegi(@ms ACE et RLI pour I'espéece Al, CA
et CHV pour I'espece PP) et de I'habitat de destoma{destinations ACE et RLI pour Habi
Al et CAR et CHV pour Habitat PP), soit 4 combirmeais espéce x habitat. Le regroupen
en fonction de la latitude considere trois régiatisudinales d’origineet de destination (Nol
= CAR, Centre = ACE et CHV, Sud = RLI), soit 9 canmdsons possibles.

Hypothéses testées

Afin de tester I'adaptation et la contsélection a différentes échelles (sites, habite
régions latitudinales), nous avons défini trois gesid’ hypothéses a tester.

Le premier groupe d’hypothéeses (H1) teste la préser de différences écologique
entre destinations (condition nécessaire a la divgence adaptative)lLa destination a &
considérée a I'échelle des sites, des habitats ®uedgons latitudinales :

- Hla: il y a des différences environnementaleseesites (de destination)
- Hib: il y a des différences environnementaleseehdibitats
- Hilc: il y a des différences environnementales entrgiors latitudinales (d

destination).

Le second groupe d’hypothéses (H2) teste la divergze adaptative entre origine:
(contre-sélection des immigrants)Comme précédemment, trois échelles (sites, esp
régions latitudinales) ont été prises en compte :

- H2a:il y a adaptation liée a I'espgcivergence interspécifique) : individus réside
= individus de la méme espece que la populatiourelde du site ou ils soi

transplantés («intre, Tableau 2.C.1). Individus immigrants = individde l'autre
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I'espece (« inter », Tableau 2.C.1).

- H2b: il y a adaptation liée au site (résidents auto »versusimmigrants = « allo,
Tableau 2.C.1).

- H2c: il y a adaptation liée a la latitude (résiden « autoLat »yersusimmigrants =

« alloLat »).

Enfin, un troisieme et dernier grouped’hypothéses (H3) teste la signification de
différents types de regroupements effectués, ou ellautres termes, ’hnomogénéité de
sites au sein des habitats ou des régions :

- H3a: le regroupement des sites en habitats esteyal'est-a-dire qu’il n’ya pas dt
différence environnementale entre sites de degmau sein d’'un habitat donné. C
se traduit par une absence d'effet du site derddgin sur la valeur sélective et |
une absence d'effet de l'interaction entre site idioe et site de ektination sur |
valeur sélective au sein de chaque habitat.

- H3b: le regroupement des sites en régions latialds est valide, c’estdire qu'l
n'y a pas de difféerence environnementale entres sl destination composant
région latitudinale dorge. Comme pour I'hypothese H3a, cela se traduityoe
absence d’effet du site de destination et de Fadion avec le site d’origine sur

valeur sélective au sein de chaque région latitlelida destination.

f) Caractéristiques des tests statistiques réalisés

Jeux de données utilisés

Les tests de differences environnementales ensgndaons (Hla, b et c) ont ¢
réalisés sur I'ensemble du jeu de données.

La contresélection des immigrants étant un processus querdémles conditior
environnenentales du site, nous avons realisé les tests/dagdnce adaptative (H2a et b)
divisant le jeu de données en fonction du site eldigiation des individus. Quatre tests
donc été réalisés pour chaque hypothése.

Le test de la validité du regroupent en habitats (H3b) a été réalisé de facon &é
pour chaque habitat. La validité du regroupementégions latitudinales (H3b) a été tes
uniquement pour les données de la région Centude ségion composée de plus d’'un site

destination.
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Analyse des variables catégorielles : analyse logdire

Les tests d’'indépendance, ou tests d’associatiarpaur but de tester I'indépendat
entre les variables catégorielles composant ueaabtle fréquences. L'analyse se base ¢
principe du calal des fréquences des cases du tableau a partifrépsgences marginal
(totaux des lignes et des colonnes) sous I'hypettmse les facteurs sont indépend.
(hypothése nulle). Si I'écart entre les fréquenatiendues sous I'hypothése nulle et
frégquences observées est significatif, les facteursoné pas indépendants. Afin de testel
ajustement du modéle aux fréquences observées, slatistiques peuvent étre utiliséda
statistique traditionnelle du Chi-carré et la stajue du Chi-cag de Maximum d
Vraisemblance (Maximum Likelihood ou ML Chi-carr@galement appelée statistiq@e-
(Sokal et Rohlf, 1981). Cette derniére statistiggerecommandée par rapport au Cdmiré
traditionnel pour des raisons théoriques, du faitsds propriés additives (Sokal et Roh
1981). Le modele lotjnéaire permet, a partir d’'une transformation lapanique, de teste
'indépendance entre plus de deux facteurs (takl@aentrées multiples) et de reformt
'analyse dans des termes similaires axcele l'analyse de variance (ANOVA). U
limitation cependant des tests d'indépendance &8s e permettent pas de tester les e
des variables emboitées. Dans le cas de I'expérieiec transplants, cette restriction
importante : les sites de staation sont emboités dans les habitats (ou médatitudinales
et les sites d'origine dans les espéces. L'anahéeessite alors de tester les varia
séparément, sans prendre en compte I'emboitement.

Dans le cas de tableaux a entrées multipteeed plus de deux variables),
procédure en deux étapes a été utilisée, commemreandé par les auteurs
logiciel STATISTICA : (i) test des niveaux d’interaction,irafde déterminer le degré
complexité du modele, et (ii) test des associatipasielles et marginales, permett:
d’identifier les interactions significatives. Cesux étapes permettent de déterminer c
sont les effets significatifs a inclure dans le &led Prenons un exemple d’'un tableat
contingence avec trois facteurs 1, 2 3t La premiére étape va consister a teste
significativité des interactions de niveau 2 (iatgions 1x2, 1x3 et 2x3) d’'une part, et c
des interactions de niveau 3 d’autre part (intéwactx2x3). Dans le cas de linteraction
niveau 2, par exemple, les modeles comparés spatribdele sans interaction de niveau
H; = modéle incluant toutes les interactions de niv2alLa comparaison de I'ajustement
données aux deux modeles permet d’obtenir une wdkeWML Chi-carré et une valeur ge
associée : si celle-ci est inférieure au seuiixé, I'ajustement du modele aux données

meilleur lorsque I'on ajoute les interactions deeaiu 2, c’est-a@lire qu’au moins une d
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interactions de niveau 2 est significative et diie incluse danke modéle. La deuxien
étape a pour but de déterminer quelles sont cegatttons significatives, a 'aide de de
tests. Le test d’association partielle comparai$gment aux données des modeéles suivants
(1) le modele incluant toutes les interania@e méme niveau que celle testée et (2) le m
incluant toutes les interactions de méme niveaucglle testée, a I'exception de I'interact
testée. Le test d'association marginale compargisteament aux données des mod
suivants : (1) le mode sans aucune interaction du niveau de cellegdstéis incluant celle
d’ordre inférieur) et (2) le modéle incluant uniguent I'interaction testée et aucune autre
méme niveau. Pour ces deux tests, une valeyr de indique que l'interaction testéest
significative et doit étre incluse dans le modéle.

Dans le cas de tableaux de contingence a dewblesiéune variable explicative et
variable de réponse), lI'analyse lbgeaire revient a comparer I'ajustement du mo
d’'indépendance des vakles (hypothése nulle) par rapport a celui de mi#gece, et donc
tester simplement la significativité de 'interaxtide niveau 2.

L'analyse log-linéaire a été utilisée pour lesiatalles de réponse catégorielles, c’est-a-
dire la survie et la matuét toutes les deux codées de maniere binaire.dsestats montrar
la présence de conditions noFalisées (cases du tableau de contingence avam
individu), nous avons utilisé I'analyse ldigéaire plutdt que la régression logistique, ke
la premiére ne permette pas de considérer 'emboitementvariables. Pour ces analy
avec le logiciel STATISTICA, nous avons utilisédeocédure itérative, permettant I'anal’
de plus de deux variables. Le nombre d'itérations gé&faut (50, avec un ceite de
convergence de 0,01) a été suffisant pour I'ensendels tests réalisés pour atteindr
convergence, assurant une bonne précision de yemaComme recommandé par les aut
du logiciel dans le cas d’échantillons de petiidetanous avons iisé la correction Delte
avec Delta = 0,5. Cette correction consiste a ajocette constante a toutes les fréque
observées du tableau, avant analyse. Cette cameanalogue a celle de Yates pou
continuité, est cependant considérée comme ¢omservative par Sokal et Rohlf (198

références inclues).

Analyse des variables continues : tests de Krugkallis

Pour I'analyse des données de croissance, nous anitise le test de Kruskalallis,
qui compare les médianes des échantillapses une transformation en rangs des val
Nous avons privilégié ce test nparamétrique a 'ANOVA du fait du faible nomk

d’individus dans les échantillons (entre 8 et 1b)n’existe cependant pas de test non-
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paramétrique qui permettrait de testaffet de deux variables explicatives et de |
interaction sur la variable de réponse dans lel@&hantillons indépendants.

Dans le cas ou plus de deux conditions sont cobegafex effet du site d’origine)
nous avons réalisé des comparaisons multiples patres d’échantillons, cellespermettan

de tester les hypothéeses du groupe 3 (validitéetgsupements de sites).

g) Analyse des conditions environnementales

L'expérience de transplantation a été réaliségadeier a aolt 2008. D’aprdss
relevés du Service Climatique des Etdtis (National Weather Service), entre janviert
les conditions océanographiques correspondaientin aéuenement La Nifia d’intens
importante, avec un pic en février 2008. Les comakt sont redevenues utees dans |
courant du mois de juin, aint persisté jusqu’a la fin de I'expérience (aolt)ndice
multivarié ENSO représenté dans la figure 2.C.7 é sur six variables principa
observées dans la région tropicale du Pacifiqus. Bevariablesont la pression au nive
de la mer, les composantes méridionale et zonaleel®s de surface, la température de |
et de I'air de surface et la surface de ciel sarga (Wolter et Timlin, 1998).

Afin d’estimer la température de I'eau dans ldéessutilisés pour I'expérience, nc
avons utilisé des thermometres installés dans g Ha I'étage subtidal. Les données
température proviennent de la « Estacion Costerdndestigaciones Marinas (ECIM,
PUCCHh), auxquelles nous avons ajouté desées acquises pour le site Aceiutno (AC
L’ensemble des données analysées couvre 16 gitagiséentre 28°S et 34°S (Annexe 2.(
et une période comprise entre le 29 aolt 2007 8t jléllet 2008. Les thermometres s
localisés dans le site méme tansplantation pour CHV et ACE, tandis que lesnd@&s d¢
Huasco (HCO, 28°27’S, situé a 50km au sud de rsitigede transplantation CAR) et de Pt
Talca (PTAL, 30°55’S, situé a 20km au sud de nstte de transplantation RLI, Fig. 2.¢.1
seront utili€#es pour inférer sur les températures de cesGheset RLI. Treize des 16 sit
avaient été inclus dans I'analyse de phylogéogeaffbhapitre 1). Les trois sites restants
été considérés comme des sites Al, du fait del&itude (31°S-33°S) et da présence c
sites Al a proximité (sitesPOSC, Puerto Oscuro, Huentelaucen, HUEN, et QB Tvoir
détail des sites en Annexe 2.C.[janalyse des données de températures de |'eaup@
objectif de déterminer si les régimes de variatdertempéature sont similaires entre sites
transplantation, et plus généralement entre sabgds par la méme espece.

Une Analyse en Composantes Principales (ACP) arédbisée igrocédure PRO!
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Figure 2.C.7 : Comparaison des valeurs de l'indice ENSO multarié (prennant en compte si
variables environnementales, voir texte) entre 195@t 2008. La période de I'expérience c
transplantation (janvier & ao(t 2008) apparait comne un événement La Nifia « historique.
Les valeurs négatives de l'indice, en bleu, repse la phase froide de ENSO (La Nifia), ta
gue les valeurs positives, en rouge, représeragptidse chaude (El Nifio). Les événements La
considérés comme « historiques » (majeurs) sontigudd par un astérisqueSource
NOAA/ESRL/Physical Science Division — University @blorado at Boulder/CIRES/CDC.
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PRINCOM du logiciel SAS, Cary, Etats-Unis) en calésant commeariables les moyenn
thermiques journaliéres de chaque site, sur I'ebeniu jeu de données d’une part, et su
jeu de données excluant les mois d’hiver d’autm @ril & aolt inclus). Pour chaque pe
de localités, un coefficient de corrélation nmaramétrique de Pearson a été calculé. Ur
de Mantel a ensuite été réalisé avec le logiciékdnin v 3.1.1 (Excoffieet al, 2005) pou
tester I'association entre la matrice de distarg@sgraphiques entre sites et la matrice

corrélation (1000 bootstraps).

3. Résultats

a) Réalisation de I'expérience et suivis

Des exemples des états obserVeést E sont présentés dans la fig@€.8 et ur
exemple d’individu montrant une croissance impogaii disque est présenté dans la fif
2.C.9. L'ensenble des suivis a pu étre réalisé de facon mermsusdluf pour ACE en ju
(Tableaw2.C.2). Le détail du nombre initial d’individus ios dans l'analyse (apr
remplacements dus aux imprévus de terrain) estjuedilablea2.C.3 pour chacune des
combinaisons de sites (9 & 15 individus par coniamé.

La valeur sélective de certains individus semblarag@ affectés par la présence
I'algue verte encroltant€odium dimorphundans le site RLI (Annexe 2.C.2d.a crodte d
Codiums’est étendue jugr'a recouvrir les transplants A51 et A52, d’'orgiACE, et V46
d’'origine CHV. La présence de cette algue n’est gassidérée comme un facteur limit
pour le recrutement (a la différence d’algues dedsq ni pour la survie de. nigrescens
Cependat) pour deux de ces individus (A52 et V46), jam@qué lors du premier suivi q
les mailles et les frondes étaient littéralemeobuvwertes d€odium

Les individus présents sous I'éfat(disque seul) ont été considérés comme morts
des analyses, aucune régénération n'ayant étévélesmpartir de cet état. Concernant I'&at
(stipes et disque, sans frondes), un cas de regjéarén été observé, mais l'individu est nr
le mois suivant la régénération. Néanmoins, laigrsce des individus dans I'étapeut étre
longue (observations allant jusqu’a six mois), aesgyiggere que ces individus sont capa
de photosynthése. En accord avec le faible tawég&nération et la mort de I'individu ap

régénération également décrite par Westernatial, 1994, les individus dans I'étgtont éte
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vivants « stipes »

Figure 2.C.8 : Exemple d'individus vivants ¥) et d'individus observés a I'étal
« stipes » E, absence de frondes) deux mois apres transplantaii.

Figure 2.C.9 : Disque d'un individu
guatre mois apres transplantation,
montrant une croissance importante
du disque et I'adhésion a la roche.

Tableau 2.C.2 : Dates de la mise en place et desivial de I'expérience de
transplantation.

Mois Date Transplantation  Suivis Sites suivis
Janvier 21-25/01/08 X X tous
Février 19-23/02/08 X X tous
Mars 07-09/03/08 X X tous
Avril 06-08/04/08 X tous
Mai 03-06/05/08 X tous
Juin 01-03/06/08 X sites CAR, CHV et RLI
Juillet 02-03/07/08 X sites ACE, CHV et RLI
19/07/08 X site CAR
Aot 17-20/08/08 X tous
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considérés comme morts lors des analyses de survie.

b) Analyses préliminaires

Comparaison des tailles initiales entre sites djare

L'analyse de l'effet du site d’origine sur la tailinitiale (avamh transplantation) de
individus a été réalisée en utilisant les donnédlsatées en janvier sur 240 individus, <t
individus pour chacun des quatre sites d’origine.

Les tests statistiques confirment que la tailléidt®@ des individus differe satoles
especesp<0,001) et le site d'originep€0,001) (détails présentés en Annexe 2.X.&Ena
moyenne, les individus originaires des deux site$edpece PP (CAR et CHV) sont pl
grands (longueur des frondes et diameétre de disgue)ceux de I'espece Al (Fig.C.10).
Lorsque les sites sont comparés au sein de chapéees aucune différence de taille init
n'a été détectée entre les deux sitesp&0(952 pour la longueur des frondps0,844 pou
le diamétre de disque), contrairement aux deus $ite p<0,001 etp=0,002 respectiveme
avec CAR > CHV).

Comparaison des tailles initiales entre sites dgtidation pour chaque site d’origine

Afin d’étre surs qu’il n’y avait pas de biais expéental, nous avons vérifié I'abser
de différence sigificative de longueur initiale des individus ensies de destination po
chacun des sites d’origine (valeursm®,05, Fig. 2.C.11). Concernalet diameétre initial di
disque, aucun effet du site de destination n’adétécté pour les sites d’origit@AR et RLI
(p>0,05) tandis qu’'un effet marginalement signifitaiété détecté pour les sites d'orig
ACE (p=0,013) et CHV §§=0,039) (Fig. 2.C.11).

c) Analyses statistiques de I'expérience de transplant

Les résultats présentés ici concernent I'ensendlel I'expérience (temps = 5 m
apres transplantation), sauf mention contraire.réesltats apres 3 et 4 mois d’expérienc
le détail des tests sont présenti@s I'’Annexe 2.C.5 (représentation graphique) ats
I’Annexe 2.C.6 (tests statistiques).

Lors de la mesure de la largeur du disque, il S@stré que ce parameéetre déepen

particulierement de conditions externes a I'expére Ainsi, la croissance du disquedaia

186



Chapitre 2.C

Tableau 2.C.3 : Nombre d’individus inclus dans l'amalyse pour chaque combinaison de site de
destination x site d’origine apres remplacements duaux imprévus de terrain.

Date de transplantation

Destination Origine Janvier Février Mars Total
CAR CAR d 9 3 12
CAR ACE 7 7 0 14
CAR CHV 2 2 9 13
CAR RLI 1 4 8 13
ACE CAR 9 4 0 13
ACE ACE 7 2 0 9
ACE CHV 1 7 4 12
ACE RLI 1 9 0 10
CHV CAR 14 0 0 14
CHV ACE 8 7 0 15
CHV CHV 14 1 0 15
CHV RLI 15? 0 0 15

RLI CAR 14 0 0 14
RLI ACE 6 5 0 11
RLI CHV ot 13 0 13
RLI RLI 13 1 0 14

1 Tous les individus ont di étre remplacés car fione mortalité due aux conditions expérimentaEst
produite aprés transplantation durant ce mois léga
2: Au contraire, aucun individu n'a été remplacé lea premiéres conditions expérimentales de ttansgtion

ont été excellentes.

2 3

W
[=}
w

70 *

60

b
50
401 Figure 2.C.10: Distribution des valeurs de
*1 taille initiale des individus avant
1 transplantation  (janvier 2008), pour
chacun des sites d’origine.A. Longueul

104

Longueur initiale de I'individu (cm))>

E— ace Y RLI totale des frondes, B. Diamétre maximal
Site d'origine disque. Les sites sont ordonnés par lati

(du nord vers le sud) & couleur correspor

o a l'espéce d'appartenance (vert : PP, bl
i 1 3 2 3 Al). Pour chaque graphe, les chiff
* représentent les groupes statistiquer

différents(p<0,05).

Diameétre initial du disque (cm) @
W

CJ;R AéE Cl—llv RIIJ
Site d’origine
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Figure 2.C.11 Distribution des valeurs de taille riitiale des individus transplantés, pour
chacune des 16 combinaisons site d'origine x sitee ddestination. A. Longueur initiale, B
Diametre maximal du disque. La couleur correspanéu site de transplantatigdestination) de
individus (vert : habitat PP, bleu albitat Al, avec des nuances correspondant a cldesisites)
Pour chaque graphe, les chiffres représententriagogs statistiquement différen({s<0,05), NS
test non significatif.
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de la maille de fixation dépendait de la distantieecla maille et la rche et également de
configuration de la roche (creux ou bosses par pl@mEtant donné que le diametre
disque semble refléter plutét les conditions durag@avironnement du site de destinati
cette variable n'a pas été retenue dans les amsalyse

Des différences environnementales significativéseatestinations

Les tests montrent que, pour les trois variablessidérées pour I'estimation de
valeur sélective (survie, maturité et croissance l@argueur), il existe des différenc
significatives entre sites de destination, entreithts et entreégions latitudinales (Tablei
2.C.4), toutes origines confondues. Dans le cas dairvie, la difféerencentre destinatior
apparait dés 1e®3° mois de I'expérience, date qui correspond a lanfine évaluation de |
survie. La différence de maturité entre destinatiapparait a partir di'® mois lorsque I'or
considére les sites ou les régions latitudinalesedtination, et uniquement at"®mois poul
les habitats (Annexe 2.C.6a). Les individtensplantés dans les habitats PP ont en mo»

une meilleure valeur sélective que ceux transptatiéds les habitats Al.

Une divergence interspécifique qui s’exprime pipadeément dans le site RLI

Une survie plus élevée pour les individus de lanm@&spece que la populati
naturelle du site (relation POS) a été observées darsite RLI uniqguementp£0,0003 :
Tableau 2.C.5, Fig. 2.C.12). Cette divergence smiecifique essignificative pour les troi
temps considérées (3, 4 et 5 mois, Annexe 2)C.6bs données de croissance mont
également une divergence interspécifique limitésimuRLI (<0,0001; Tableau 2.C.5, Fig
2.C.14B).

Les tests concernant la maturité ne montrent pasiffierence significative ent

especes au sein des quatre sipe9,05, Tableau 2.C.5).

Une adaptation liée au site limitée aux sites RICEHV

Une meilleure survie des individus originaires de gar rapport a ceux proven:i
d’'un autre site (adaptation liée au site) a étéalée uniquement dans le site Ridldtion
POS,p<0,001 :Tableau 2.C.5 et Fig. 2.C.12) pour les trois tecgssidérés (Annexes 2.C
et 6¢). Aucune différence de maturité entre indigidesidents et individus immigrs n’a éte
détectée dans les quatre sites considgy®8,(5, Tableau 2.C.5, Fig. 2.C.1&Enfin, une
différence significative entre résidents et immigsaa été détectée en terme de croiss
dans les sites CHV et RLp<€0,001, relations POS, Tableau 2.C.5).
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Tableau 2.C.4 : Résultats des tests des hypothedeseffet de la destination sur les variables
mesurées.Le type de difféerences environnementales testénelqué, ainsi que la valeur de
correspondante. Les valeurs inférieures au sedg 0,05, indiquant des différences significatives
entre destinations, sont en gras. Les tests réadiggt des analyses log-linéaires dans le cas des
variables survie et maturité et des tests de Kiuslalis dans le cas de la variable de croissance
(croissance en longueur), et concernent I'enserdbld’expérience (5 moisHyp.: numéro de
I'hypothese testée (voir texte).

Valeur de p
Survie Maturité  Croissance
Hla Différences environnementales entre sites dtinaddion 0,000001 0,000001 <0,0001
Hlb Différences environnementales entre habitats 0,000372 0,000372 <0,0001
Hlc Différences environnementales entre régioftsithhales
de destination 0,000000 0,000000 <0,0001

Hyp. Différences environnementales testées

Tableau 2.C.5: Résultats des tests des hypothészs et 2b de divergence adaptative entre
especes et d’adaptation liée au site dans chacunsdgtes de destinationUne valeur dep<0,05
indique la présence d'une adaptation significafiredation POS dans tous les cas: résidents >
immigrants). Voir le texte pour la définition degpés d’adaptation et voir également la Iégende du
Tableau 2.C 4.

Valeurs dep
Variable  Hyp. Type d’adaptation testée Site de destination
CAR ACE CHV RLI
Survie
H2a  Divergence interspécifique  0,078405 0,746480,163163 0,000315
H2b  Adaptation liée au site 0,591970 0,755538 4BB7 0,000499
Maturité
H2a  Divergence interspécifique  0,098378  0,447773,68TL17 0,357625
H2b  Adaptation liée au site 0,073918 0,149184 4839 0,179250
Croissance
H2a  Divergence interspécifique 0,6614 0,2260 (B324 0,0000
H2b  Adaptation liée au site 0,1118 0,0620 0,0055 0,0000
o “\,\ Figure 2.C.12 :
. 804 - Pourcentage  d'individus
g 70+ \\\\-\\ i”g'[\‘g considérés vivants a la fir
g 22 _aace | de l'expérience (5' mois
. civ | pour chaque combinaisor
3 30| RLI de site d'origine et site de
E 20 | destination. Les individus
10 étant arrivés a maturité ave
0 5 mois ont été retirés me
CAR ACE CHV RLI 4, s .
Site de destination considérés comme vivants.
100
—~ 90 - .
& g — Figure 2.C.13
% 70 | Origine | poyrcentage  d'individus
E 60 ™ | arrivés & maturité au cours
8 ] ov | de I'expérience
. L — RLI pour chaque combinaisor
2 2. de site d'origine et site de
£ 104 — destination.
0

CAR ACE CHV RLI

Site de destination
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Figure 2.C.14 Distribution des valeurs de pente de cissance des individus transplantés, pot
chacune des 16 combinaisons site d'origine x sitee dlestination. Pour faciliter la lecture, le
données ont été organisées par site d'origine (Apae site de daination (B). La croissanc
considérée ici est la croissance en longueur.

Tableau 2.C.6 : Tests des hypotheses 3 concerndhbimogénéité entre sites au sein des habitats
et de la région Centre.Voir également la légende du Tableau 2.C.4. NDurgda croissance,
I'interaction site d’origine x site de destinatiofa pas pu étre testée, du fait des limitationstdsts
non-paramétriques (voir texte).

Valeurs dep
Habitat ou , . N Test de l'interaction
Région latitudinale Test du Peffet site de destination site origine x site destination
Survie Maturité Croissance Survie Maturité Croissarce
Habitat PP 0,947660  0,000036 0,0000 0,089935 0,544872 ND
Habitat Al 0,000911 0,446594 0,0030 0,065090 0,546450 ND
Région Centre 0,490581 0,787758 0,7863 0,576262 0,718378 ND
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Un gradient latitudinal de qualité de I'environnente

Des différencessignificatives entre régions latitudinales en terde survie et d
croissance ont été détectées (valeurpdmaximale de 0,006, tests significatifs égalen
lorsqu’on applique la correction de Bonferroni ;n&xe 2.C.6d). Les trois variables éteh
montrent globalement un gradient latitudinal avee waleur sélective des individ
supérieure dans la région Nord (CAR), intermédidaas la région Centre (ACE et CHV)
inférieure dans la région Sud (RLI) (Fig. 2.C.12-1@oncernant la maturitées régions d
destination Centre et Sud ne montrent pas de difté&r significative d=0,495), tandis qu
chacune de ces régions montre un taux de matugitéisativement inférieur a la régic
Nord (p<0,001). Au sein de la région Centre (regroupanEA& CHV), il n’existe pas ¢
différence significative entre sitéle destination pour les taux de survie, de matettée
croissance>0,05 Annexe 2.C.6d et f). De plus, quand l'interactgie d’origine x site d
destination a pu étre testée, celle-ci n’est pg@ifgtative (survie et maturitgy>0,05, Annexe
2.C.6f).

Enfin, afin de tester I'hypothese d’adaptationtiatinale (H2c), nous avons testé p
chaque région de destination si les résidents avaiee meilleure valeur sélective que
immigrants Ce n’est généralement pas le p26€,05), sauf pour la région Sud, représe
par le seul RLI, qui montrait un taux de survieuae croissance plus importants pour
résidents que pour les immigrants (relation POS)srpas de différence aiveau du taux d
maturité (Tableau 2.C.5).

d) Caractérisation des sites : données de tempédeéuieau

Les Analyses en Composantes Principatsdisées sur les températures moye
journalieres sont présentées dans la Figure 2.€1.I6s valeurs @ coefficients de corrélatic
dans I'Annexe 2.C.7. L’analyse sur des dées de 2 a 10 ans, incluant tous les sif
I'exception du site ACE, permet de visualiser dagmupes, I'un comprenant les si
localisés a des latitudes de 28-30°S, l'autre ngmpnt des sites compris entre 31°S et @
cette différence étant accentuée au printemps étée(Castilloet al, en prep.). Le site PTA
(Pta Talca, 30°55'S) s'est révélé étre un site rin&liaire pour certaines auti
caractéristiques physiques (vents notamment, @astlal, en prep.). L’'analyse inclua
ACE, mais limitée a 310 jours, montre une strud¢taramoins prononcée (Fig. 2.C)19rois
groupes de sites peuvent étre distingu@sun groupe relativement homogéne constitu

tous les sites de I'espece PP sauf le site ARN un groupe plus hétérogéne constitué
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une majorité des sites de I'espece Al, sauf ACEEHULC; et (iii) un groupe intermédiair
constitué par les quatre sites restants (ACE, HldEet ARY). L’axe 2 séparermcipalemen
ACE des trois autres sites de ce groupe.

Les tests de Mantel n'ont pas montré d’autocoiigaspatiale des données
températures moyennes journaliengs((05). Les coefficients de corrélation sont irdérs ¢
0,67 pour toutes les comparaisons entre ACE eduaes sites (Annexe 2.G.Entre sites d
I'espéce PP, les coefficients de corrélation s torts (supérieurs a 0,90), tandis qu'ils ¢
plus faibles entre sites de I'espéce Al (entre @68,94, ACE exclu). Les corrélans entre

sites PP et sites Al sont comprises entre 0,906&t @rsque ACE est exclu.

4. Discussion

L’expérience de transplantation réciproque a perdegs montrer la présence
différences environnementales entre sites, se sadupar des tailled'individus différente:
et des valeurs sélectives aprés transplantatioiroemementdépendantes. Un patron
divergence adaptative caractérisé par une meillealegir sélective des individus du site e
I'espece résidente que celles des individubedpece immigrante n’a pu étre mis en évide

qgue dans un seul des sites considéres (site RLI).

Un gradient latitudinal de qualité de I'environnemet de la plasticité phénotypique

Les tests statistiques ont montré des differersigsificatives demorphologie de
individus juvéniles entre sites, habitats et régitatitudinales ainsi que des variations
valeurs sélectives moyennes dépendant de I'envérent.

Bien que nous ayons essayé de sélectionner desdinl de tailles similaires entre
sites d’origine pour la réalisation des transplania, cela n’a pas toujours été possible.
limitations rencontrées sur le terrain semblentregpondre a des différences de qui
environnementale, et probablement a une différeleceroissance ode morphologie enti
especes. Ainsi, les individus juvéniles du site C3dRt en moyenne plus grands (longuet
diamétre de disque) que les individus provenansituCHYV. Ces deux groupes d’indivic
de I'espéce PP sont également plus grands en meyprmnles individus de I'espece Al (si
d’'origine ACE et RLI). L'expérience de transplaiat réciproque a permis de montrer
ces différences de morphologie sont en grandeepduies a de la plasticité phénotypique
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individus d’origines différetes mais transplantés dans un méme site ne mormthastde
différence significative de taille. Le site RLI estpendant une exception notable a ce pi
comme il sera discuté plus loin.

La variation de qualité de I'environnement sendaeélée a la lEtude, avec un tau
de survie, un taux de maturité et une croissanceosants du nord vers le sud. L'anal
statistique a en effet montré que le regroupemest gites en habitat, en fonction de
présence d'une ou l'autre des especes, corresposiagalité a un regroupement de ¢
hétérogénes (habitat PP et habitat Al). Par oppasie regroupement des sites ACE et C
en une région Centre correspondait a un habitabgéne en terme de réponse des indiv

a I'environnement (valeur sélective apres transptaont).

Contre-sélection des immigrants asymétrique : djgace adaptative entre espéces

Dans les sites ACE et CAR, aucune différence siatif’e de valeur sélective n'a ¢
détectée entre individus d’origines différentedi@spe&es différentes. Dans le site CHV,
patron est similaire, exception faite pour la csarsce, avec une croissance plus forte
individus résidents par rapport aux individus imraigs p <0,006). Les différentes espé:
ne montrent cependant pas de différences de cnoisskans ce site.

Au contraire, dans le site RLI, 'expérience deng@antation a permis de montrel
présence d’'une importante cons@ection des immigrants, avec un taux de surviene
croissance en moyenne plus importants gdearindividus de I'espéce Al par rapport ¢
individus de I'espéce PP. Cette différence n’a pasétre confirmée par les données
maturité, possiblement du fait de la puissancetéendu test peu d’individus dans ce si

sont arrivés a maturité

Role de I'adaptation dans l'isolement reproductetilegprocessus de spéciation

Ces analyses montrent donc la présence d'une eceéitrction des immigran
dépendant du site d’origine des individus, maida¥gant de I'espéce, dans le site RLI, tal
que ce processus est absent dans les autres sitégions (en particulier la région Centi
Ce patron asymeétrique traduit la présence d’adaptatliees a I'espece (diverger
interspécifique) et au site non réciproques. Namées ne sont donc pas cortantes ave
I'hypothese généralement faite d’'une pléiotropi¢aganiste, avec un colt de l'adaptal
(Kawecki et Ebert, 2004), mais s’ajoutent aux nambes études d’adaptation loc
montrant un patron asymétrique (voir pour revuesiéas2002 et Leimu et Fischer, 2008).

En se basant sur les résultats de I'expérienceratesplantation, les individus
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I'espece Al peuvent étre considérés comme plusrghkstés que les individus de I'espéece
considérés comme spécialistes de leur environnemast spécialistes écologiques
caractérisent en effet par une niche (ensemblecdeditions dans lesquelles les indivi
peuvent survivre) plus étroite et une variance dewasélective plus prononcée er
environnements différents que les généralistes9@gs2002). Comme décrit par Castéib
al., en prep., les habitats PP (entre 28°S et 30°S}remdrune variabilité interannuelle pl
importante que les habitats Al (3038¢S), liee aux évenements ENSO, tandis que
habitats Al montrent une valiilité temporelle a une plus petite échelle, alex variations
I’échelle synoptique plus prononcees que dansdbgdis PP. Peu d’études se sont focali
sur le réle des variations temporelles de I'haldtats I'évolution vers un génotype spésial
ou généraliste (voir pour revue Kassen, 2002). €msles suggérent cependant qu
variation temporelle a grande échelle de tempsr#&itnd favoriser I'évolution vers di
génotypes spécialistes se succédant dans le teamuis que la variation petite échells
temporelle favoriserait I'évolution vers des gématy généralistes. L'échelle de ter
considérée dépend du temps de génération de lespaas le premier cas, les individus
une durée de vie en moyenne inférieure a la périedére @ux changemen
environnementaux et expérimentent donc une seuldittan d’habitat, tandis que dans
second cas, les variations environnementales euatglusieurs fois au cours de la vie
individus. A cela s’ajoute également un effet dprigdictbilité des variations temporelles ¢
conditions environnementales, les généralistes étaotrisés dans les habitats a variati
prédictibles et les spécialistes dans les hahdtatariations non prédictibles (Kassen, 20
L’hypothése que I'espéecel Aerait plus généraliste que I'espéce PP seraitazdante ave
les caractéristiques d’échelle temporelle et deliptigilité des variations temporelles ¢
conditions environnementales au sud et au nord t&:3fes variations sur des temps co
(quelques jours) mais prédictibles favorisant des gisées dans l'aire de distribution
'espece Alversusdes variations fortes portant sur plusieurs anr&$SO) mais non-
prédictibles favorisant des spécialistes dansd’dé distribution de PP.

L'absence de contreélection des immigrants dans les sites au no@DES et le fai
que l'espece Al semble plus généraliste que I'esg&é sont également concordants
I'observation des quelques sites Al se maintenamad de la limite des 30°S t&s$ ACE,
IPA et COZ) au sein de l'aire de distribution daufre espece, plutdét que I'observali
contraire, c'est-alire des sites PP qui seraient trouvés au sud dieniee des 30°S. L
nombre de ces sites particuliers est cependantéliem nombre e¢n largeur latitudinale (
sites Al, décrits entre 29°S et 30°S).
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Dans le site RLI, la présence d’'une forte séleatiomtre les individus immigrants,
particulier lorsque ces individus sont de I'espB€ suggére que ce processus contribt
maintien de l'intégrité des deux especes et a la disjondle leurs aires de distribution. A
de distinguer un effet site particulier d'un eftetmmun aux sites de l'aire de distribution
il serait cependant nécessaire de répéter I'expezieen incluantles répliquas dans ce
région. Le site RLI se caractérise en particul@r la présence d’'une riviere (Rio Limari,
des rares cours d’eau dans cette région semi-agig@pximité: le patron observé a R
pourrait étre donc lié a linfluence de cettiwiere sur I'écosystéme cotier (apports
sédiments et d'eau douce notamment). La présenceodes d’eaux constitue une ¢
différences observées entre les aires de distoibutes especes Al et PBien qu’il n'y ait
pas de discontinuité abruptesleours d’eau au nord de 30°S sont trées peu nomxlfFio
Loa a 20°42’S, Rio Huasco a 28°44’S), alors quiéviennent plus nombreux et avec
deébit plus important en allant vers le sud du Chili

Enfin, la contre-sélection des immigrants a RLI maii étre liée au fait qu
I'expérience s’est déroulée pendant une année Ba blbnsidérée comme « historigyese
traduisant par un renforcement des conditions siergénce amenant des eaux plus froide
surface. Il serait intéressant de pouvoir répBexipérience durant une année El Nifio p
détecter une éventuelle congélection de I'espéce immigrante dans les sites glugorc
(CAR, CHV et ACE).

Patron a petite échelle spatiale : particularité kdezone de contact Aceituno-Choros

Le cas de la zone de contact Aceituno-Choros (BEBA) est intéressantalors que
les tailles initiales des individus avant transpéioh sont statistiquement différentes e
ces deux sites, la réponse des individus est dhanesimilaire entre sites de destinat et
d’autre part indépendante de l'origine et de I'egpéeux hypothéses peuvent explique
présence de lI'espece Al a ACE et de I'espece P\ € plus généralement la prése
d’'une mosaique de sites Al dans l'aire de distidsuPP (Région dednsition). La premier
hypothése suppose que ces habitats sont effectintesimailaires entre eux et que la prése
d’'une espece donnée dans un site particulier Bédgon de transition (290°S) est liée a d«
processus historiques (par exemple, uangement dans les conditions environnemen
ayant permis la colonisation d'une des espécesdws®n aire habituelle de distribution). |
sites Al situés au nord de 30°S pourraient par @kerétre des sites reliques d’'une aire
distribution jadigplus étendue vers le nord ou au contraire témoidigmenements récents

dispersion a longue distance et de colonisatiorsittess non occupés par I'espece PP
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deuxieme hypothése est que I'espéce immigranté serdre-séelectionnée dans les sitesEAC
et CHV, mais que ce processus n'aurait pas pu @tecté par notre expérience
transplantation réciproque, soit parce qu’il a lisur des stades du cycle de
(gamétophytes, fécondation) non testés, soit pgued’expérience s'est déroulée pemidane
année particuliere (2008, année La Nifa), n’includoric pas I'ensemble des variations
subissent les populations naturelles :(@nnées El Nifio). L’'analyse de la température
I'eau sur 310 jours de suivis suggere cependantqaelifférence thermiques existent a u
petite échelle spatiale, entre les sites ACE et CH\toefficient de corrélation entre ces s
est de 66%, ce qui est particulierement faible poes sites situés a une vingtaine
kilometres I'un de l'autre (chiffre & agparer avec les coefficients > 90% entre sitesieBs
entre 28°S et 30°S, soit 250km de cbte envirbi@xpérience de réponse a la température
stades microscopiques du cycle de vie apparaitatiaplus intéressante a la lumiére de

résultats (analyses en cours).

Conclusions et perspectives

L'expérience de transplantation nous a donc pedmisuggérer la présence de contre-
sélection des immigrants asymétrique, limitant igration efficace d’individus de I'espé
PP dans le site RLI (30°44’S), au moins pendant alesees « La Nifia. En limitant
I'expansion de l'aire de distribution PP vers lel,sce processus contribue donc a I'isolen
reproducteur entre les especes, par contre-sélatgmimmigrants.

Dans la zone de contact Aceituno-Choros (ACHY), I'expérience de transplantati
n'a pas mis en évidence de différences entre sietermes de réponse des individus a
transplantation. Ces résultats suggerent qu’'a éettelle, d’autres mécanismes que la contre-
sélection sur lesporophytes immigrants limitent la coexistence éggeces. Le régime
température particulier a ACE pourrait notammentirauoe influence sur les stades de
microscopiques. La mesure des températures damsdecesur le long terme permettra
confirmer la spécificité du site.

La divergence adaptative des gamétophytes en platiest un mécanisme import:
a prendre en compte pour étudier la contre-séled@snmmigrantsle facon plus complete
ce sont en effet les spores qui constituent lecprate phase de dispersionldenigrescenset
les gamétophytes sont les premiers stades de siendgants. L’expérience de tolérance

température (en cours d’analyse) devrait permdtétaidier ces étapes du cycle de vie.
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D. Des adaptaions liees a un réarrangement d

génome mitochondrial ?

1. Introduction

a) Observations préliminaires suggérant de I'hétésipla

Lors de I'obtention des données pour I'étude dehiogéographie de. nigrescens
nous avons rencontré des difficultés deuségage pour le marqueur atp8/trnS. Au
d’obtenir une seule bande pour ce locus mitochahdionc supposé haploide, nous avon
effet détecté entre deux et trois bandes pournéwidus dont le séquencage s'était a\
problématique. L’observativindépendante du méme patron dans trois laboeatdifférent:
(P. Martin en Nouvelle Zélande, G. Peralta a Sgoti@t obs. pers. a Roscoff) montrait «
ce n’était pas le résultat d'une contamination. Qresniers échantillons provenaient de d
populations Al de la Région de transition @9:S), et donc en limite d’aire de distribution
I'espéce Al (sites ACE et COZ). Cette relation enrofils multibandes et zones de con
entre especes Al et PP méritait d’étre explorés pludétail afin dinalyser les mécanism
génétiques particulierse produisant dans ces populations en limite el’dxautre part, c
patron semblait spécifiqueldssonia nigrescengaucun probleme de séquencage n'ayar
observé pour les autres espéces du gessesoniallL. trabeculata L. flavicanset L. vadosa:
voir Chapitre 1,L. variegata et quatre especes endémiques des fles subaqias;tiP
Martin, com. pers.), ni chez d’autres especes deihariales Undaria pinnatifida: Voisin et
al., 2005 ;Macrocystis sp.S. Faugeron, com. pers.). Une étude d’'ultrasiraatéalisée che
Laminaria angustataa montré que les mitochondries venant du pere eorgffet digérée

avant la premiere division du zygote (Motomura, 1990

b) Importance évolutive de I'hétéroplasmie mitochoaldriapparente

Mécanismes pouvant étre a l'origine d’'une hétérepiage apparente
La détection de différents variants du marqueumnahiondrial au sein d’'un mér
individu sera appelée i¢iétéroplasmie apparente par opposition au cas h#téroplasmie

(avérée),ou l'on peut certifier que les variants sont bgtués sur des molécules d’AL
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A. Processus évolutifs

a)Cellule avec b) Cellule avec c) Duplication dans la
hétéroplasmie avérée hétéroplasmie avérée mitochondrie
intraspécifique interspécifique (PP/AI)

B. Processus non-évolutifs (transitoires)

Cellule de Cellule de

lindividu 1

D

Z;i?;g%: Cellule de\O oO o 5
4'ADN lépiphyte

f) Présence d’endo/épiphytes

e) « Coalescence » : thalle chimérique (espéce différente) ou de symbiontes

Loci : exemple pour un individu de I'espéce Al

Locusd’intérét : mitochondrial, espéce Al
T L
Q@f ADN nucléaire

Lociorthologues Lociparalogues
O ADN mitochondrial * Haplotype delespece Al
o Haplotype del'espéce PP Mitochondrial
O Cellule e Haplotype d’'une autre espece e Nucléaire

(hors complexé. nigrescenp

Figure 2.D.1 : Représentation schématique des difiénts cas menant a de I'hétéroplasmie apparentée
cas représenté ici est celui d’'un individu de l&sp Al (espece ou ont été observés les profilsilpamities).

A. Processus évolutifs :a) Hétéroplasmie avérée intraspécifiques molécules d’ADNmt au sein d'ul
cellule donnée présentent des séquences différenteslogues mais les deux haplotypes sont de lme
espéce (ici espéce Al) ; b) Hétéroplasmie avérésrspécifique : présence de molécules d’ADNmt awe
haplotypeAl et d’autres molécules avec un haplotype PP (tthologues) ; c) Duplication d'une régi
mitochondriale comprenant le locus d'intérét, lesilsont alors paralogues mais situés dans le n
compartiment génomique ; d) Intégration d'une cogiene €gion d’ADNmt dans le noyau : ces cof
nucléaires sont appeléeamts(ou séquences mitochondriales nucléaires, Encabxé)2 Les deux copies sa
alors paralogues et situées dans des compartigéntsniques distincts.

B. Processus non-évolutif{transitoires) : a) « Coalescenee thalle chimérique, composé de plusie
génotypes, de la méme espéce (ici Al) ; b) Contatiun par de 'ADN d'un autre organisme d'esp
différente (hors complexe d’espécks nigrescenp : l'utilisation d’amorces conseées (universelles) pe
provoquer I'amplification de ’ADN mitochondrial dees espéeces en plus de celle d'intérét.
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mitochondrial (ADNmt) différentes.

Plusieurs processus évolutifs peuvent mener ahddéroplasmie apparente détai
dans la Figure 2.D.1A (voir pour revue : Bensassbal, 2001 ; Adams et Palmer, 2003
Abbott et al, 2005) : (i) Ihétéroplasmie (avérée), intraspécifique ou interspéfique, (ii) la
duplication, au sein du génome mitochondriald’une région d’ADNmt et (iii) intégration
d’'une copie d’'une région d’ADNmt dans le noyaynumt, voir Encadré 2.D.1A ces trois
processus évolutifs, il est nécessaire d’'ajoutarxdeas particuliers, considérés corr
transitoires car non-transmis aux générations ategaFig. 2.D.1B). (i) le processus ¢
« coalescence, décrit chez les algues (voir pour revue Sagslet al, 1999) et s
caractérisant par la formation de thalles chimésquamposés de plusieurs génotypes, €
une contamination par de I'ADN d'une autre espepar (exemple due a laréserce
d’endophytes ou d’épiphytes sans transfert de génes entre ces organismesrdidte). Ci
cas a notamment été rapporté par Lane etdasr(2005) entre différentes especes de |
(especes épilendophytes : genr@$aria, Macrocystis et Nereocystis espece hote
Lessoniopsis littoralls L'obtention de la séquence de nucléotides pbiacen des varian
du géene mitochondrial permet de déterminer de dque¢ d’hétéroplasmie il s’agit,

d’inférer sur I'histoire de chacun des variants.

Importance évolutive des duplications de géneg ¢hdtéroplasmie avérée

La présence de genes dupliqués (quelque soitddidation des copies) peut avoir t
importance évolutive, ehe doivent donc pas étre considérés uniquement eordes
« fauteurs de trouble moléculaires(Encadré 2.D.2). Leur rble dans I'évolution con
mécanisme permettant I'apparition de nouvelles tions a été tout d’abord proposé
Bridges en 1936 che2rosophila melanogastefBridges, 1936), puis développée par Ohno
dans les année70 (Ohno, 1970). Ce processus d’innovation ggnétpeut permettre ul
réponse rapide au changement de milieu, commexasin@e la résistance aux insectici
chez le moustique (Raymorad al, 1991). Les duplications de génes a l'intérieumdyau
ont depuis fait I'objet de nombreuses études, monttamt importance dans I'isoleme
reproducteur postzygotique et dans la formation despeces (réarrangeme
chromosomiques et polyploidie, voir Introductionngrale de la thése). En comparais
'importance de la duplication de genes dans la mitoai®med I'importance des numts de
la spéciation restent peu étudiées. Cependang de€ine fagcon, on peut penser que ce
de duplication de génes ainsi que la possible metéonction différentielleentre espece

pourraient contribuer a la divergence entre especefaciliter les processus d’adaptat
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Encadré 2.D.1:
Origine et importance évolutive des séguences mitogndriales nucléaires (numts)

La description de numts a eu lieu peu de tempésajar découverte d’ADN extradcléaire, el
1967: I'hybridation d’ADNmt avec I'’ADN nucléaire sugggit alors une forte homologie de séquence
Buy et Riley, 1967). Des numts ontseite été identifiés dans la plupart des cladesrgotes (voir pou
revue Richly et Leister, 2004 ; Palmetr al, 2000), mais, a ma connaissance, les algues baamsune
exception, ce qui est probablement di au fait guset@xa sont beaucoup mobien connus que les anima
et les plantes supérieures.

Bien que lintégration des numts dans le génomdéaire ait été originellement associée
éléments transposables, I'absence de caractéastigjmmune entre les sites d'intégration de nunggese
I'action d’autres mécanismes (voir Bensassbal, 2001).

Formation des numts :

Fig. 1 : Scénarios évolutifs pour le transfer
de genes de la mitochondrie au noye
(exemple chez les plantes).e géne d'intéré
— Libération d"ADNm, (trait épais) s’échappe de la mitochondrie (
= & dang e noymearaton _ _ pendant la lyse ola division de l'organelle o
% o /A () Copie nucléaire nor-activée etperduqnrg  de  stress cellaires) et cet ADN e
intégrédans le génome nucléaire, par exen
lors de la réparation de cassures dolbies.
Le trait épais gris juxtaposé au trait n
(i) Copie mitochondriale inactivée et perdupepréseme I’acquisition des signe
= d'expresion nucléaire et d'adressage, b
) quils ne soient pas forcément nécessair
I'activation du géne.
Note : bien que cela ne soit représenté sur |ce
schéma, chaque cellule contient de nombreuges

(iv) Copies fonctionnelles mitochondries, chacune contenant de nombreuses
retenues dans les deux compartiments  (iii) Copie nucléaire inactivée perdue copies du génome mitochondrial. mt |
mitochondrie, cp : chloroplaste, nuc : noyadl.
Fleches pointillées : perte d'une copie possibl

Figure modifiée d’aprés Bonen (2006).
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copie nucléaire
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Quatre issues sont possibles apres la duplicationgéne mitochondrial dans le génome nucléairg. (B :
(i) La copie nucléaire ne devient pas fonctionn@lepie mortnée), (ii) suite a I'accumulation de mutatio
le géne mitochondrial dégénére en un pseudogene forctionnel) et peut étre perdue, (iii) la cog
nucléaire dégénére (pseudogene) et peut étre peodudiv) les deux copies sont retenues fdacon
permanente : avantage sélectif (ex : fonction si€ée ou expression différentielle dans les diffiés
organes de l'individu).

ie

Evolution :

L'accumulation de numts est probablement un prasesontinu dans I'histoire évolutive d
espéces, avec des évenements de transfert pdupktandépendants les uns des autres (ex chemiitie:
Ghermaret al, 2007 ; chez les plantes : Palre¢ial, 2000). L'idée que les espéces pouvaient présees
variations de fréquence de numts a été propos&8% (Blanchard et Schmid#@t a été confirmée grace
séquencage complet de génomes d’'animaux, de plahtgs champignons (Bensassemnal, 2000). Les
numts peuvent également montrer une fréquenceblamgtre populations d'une méme espéce (ex : 8bng
al., 2008). L'équilibre entre sélection, dérive efartion/délétion de génes dupliqués peut changepars
de l'histoire évolutive des espéeces (@ccumulation préférentielle de numts et d’éléraedpétés lors de
réduction de la taille efficace chez les primatékermanet al, 2007). La probabilité que le numt et/oL
copie mitochondriale restent fonctionnels, voire dun des geneacquiére une nouvelle fonction, dépt
des taxa, du fait de différences de tailles etade& tle substitutiondes compartiments génomiques. Che:
animaux, les numts sont généralement délétéregleativement neutres, et la conservation de latiom
des numts semble extrémement rare, possiblemeraitiues différences de codes génétiques datr
mitochondrie et le noyau (voir pour revue, Adam®almer, 2008 Au contraire, un nombre important
numts fonctionnels a été décrit chez les plantes Adams et Palmer, 20P3et concernent majoritaireme
des géenes codant pour des protéinessobmles plutdt que pour des genes impliqués danssfaratior
cellulaire (Palmeet al, 2000).

11”4
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particuliers a 'une des espéces.

D’autre part, I'hétéroplasmie avérée a été souvembrtée dans des études de z
d’hybridation entre espéces proches, chez les anximamme chez les plantes (Batral,
2005 ; Rokaset al, 2003). Lorsque les barrieres reproductives sowbmpletes, le
mécanismes d’élimination des mitochondries pattragleuvent ne pas étre fonctionnels
de croisementmterspécifiques. L’hétéroplasmie est alors resteeaux zones d’hybridatic
et est transitoire : les processus de « lineagengor et de dérive pendant la transmiss
uniparentale du génome mitochondrial devraientfi éliminer rapidement I'hétéplasmie
(Rokaset al, 2003). Cependant, les conséquences évolutivegepeétre importantes, ¢
cette hétéroplasmie est une opportunité pour qu'idit recombinaison entre génon
mitochondriaux divergents et génération d’haplosyp®uveaux, pouvanainsi faciliter
I'évolution adaptative (Rokast al, 2003).

Chez les macroalgues, un premier cas d’hétéroptagmir la mitochondrie a €
décrit recemment par Coyet al. (2004). CheZucus serratusces auteurs ont montré ¢
95% des individus de d& populations des cbtes de Norveége et du Danepradentaient d
I'hétéroplasmie (Coyeet al, 2004), mais ce phénomene semble restreint a &Ejten de
I'Europe (Hoaratet al, 2007). L’hypothese d’'une hybridation avec d’asitespeces deucus
est €artée, du fait de la similarité de séquence evawrgants. Les auteurs associent c
hétéroplasmie géographique a un effet de fond&iende la colonisation postaciaire, bier
gue la population d’origine n’ait pas été iden#fiOn peut se demamdalors quels sont |
mécanismes qui maintiennent cette hétéroplasnmséceeun hasard si ces populations
situées en limite d’aire de distribution de I'esp@cQuelle est I'importance respective dt
sélection (adaptation aux conditions envirementales locales) et de la dérive (faible t
efficace de ces populations) dans l'origine et laintien de cette hétéroplasntie
L’hétéroplasmie observée chez I'espéece AlLdaigrescenssoulevait ces mémes questic
en particulier parce qu'elle sdait limitée aux populations de limite d'aire. Aela
s'ajoutaient des questions liées au processuséiaasion entre Al et PPquel est le role o
I’hybridation actuelle (mais paraissant peu probabir Partie B de ce Chapitre 2) ou pas

sur I'origine de cette hétéroplasmie ?

Hypotheses et attendus
Les croisements réalisés lors de céftese (Partie B de ce Chapitre 2) devre
apporter des éléments d’information sur le modeégégation de ce marqueur multibar

et donc sa localisation (pau ou cytoplasme). La comparaison des séquencesatiants

203



Chapitre 2.C

Encadré 2.D.2 : Les duplications de génes : desaufeurs de trouble moléculaire » ?

Comme décrit dans l'introduction du Chapitre 1tilisation de marqueurs mitochondriaux se
peut mener a des inférences erronéefftant I'histoire du marqueur plutét que celks espeéces, du fait
I'action de la sélection naturelle et/ou de la @&riLa duplication d'une région mitochondriale (rtuow
autre) est une source additionnelle d'erreurs ptessilors de la constction de phylogénies a partir d’
seul marqueur mitochondrial. L'orthologie des cté#ees —la présence d'alleles dérivés d'un anc
commun —est en effet une hypothése fondamentale et inplipour reconstruire des phylogénies.
I'hypothése d'orthologie est violée, c'est-a-diredes séquences paraloguesiérivées d’'une séquen
ancestrale par duplicationsent sans le savoir considérées comme orthologiessinférences incorrect
sur I'histoire des espéces sont inévitables (Far@melan, 2003 ; ex : Sorg al, 2008).

Spéciation 1

Duplication 1

Spéciation 2

Duplication 2
Al B1 B2 C1 c2 c3
Orthologues Paralogues

Fig. 1 : Exemple de genes paralogues et orthologu&r cet arbr
phylogénétique, les événements de spéciation sdigués par un
fourche et ceux de duplication de génes par une ligorizontale
Trois especes AB et C sont représentées. Deux génes dont I'ax
commun est situé a la base d'une fourche sont lodhes, tandi
gue deux genes dont I'ancétre commun est situéuser ligne
horizontale sont paralogues. Deux exemples sontugg. Figure
d’aprés Finch (2000).
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observés au sein d’un méme individu perroependant de discriminer entre les at
meécanismes a l'origine de I'hétéroplasmie appargfite 2.D.1). Les différents cas possit

sont les suivants :

(1) Hétéroplasmie avérée intraspécifiqéieg. 2.D.1Aa), phénomene de thal
chimériques (« coalescenege Fig. 2.D.1Ba) ou endo/épiphytisme par
individu de méme espe¢eig. 2.D.1Bb) : les différentes séquen
appartiennent alors au méme cladd_derigrescengespéece PPNord, Z30 ot
espece Al), et ces trois hypothéses sont diffiadetrdistinguables I'une ¢
l'autre.

(2) Hétéroplasmie avérée due a de I'hybridatiterspécifique (Fig. 2.D.1Ab
'une des deux séquences devrait alors appartelféspece Al, la seconde
I'espece PP (probablement des haplotypes de laoRég! transition, du fait ¢
la proximité géographique entre espéeces).

(3) Duplication a [lintérieur du génome mitochondriaFig. 2.D1Ac) ou
duplication avec transfert vers le noyau (numt,. R2gD.1Ad): une de:
séquences devrait appartenir a une des especdsjeegdel. nigrescens
tandis que la localisation de la seconde séquemcéasbre phylogénétiqu
dépendrait de la date de I'évenement de duplicgiamrapport a laate de
I'évenement de spéciation (divergence entre Al B} Bt par rapport a
divergence entre les clades Nord et Z30 au seifiedpece PP (Encadr
2.D.2).

(4) Endo/épiphytisme par un individu d’'une autre esgéap 2.D.le) : le
amorces atp8/trnS étant considérées universellaslg® algues brunes (Engel
et al, 2008), 'ADNmt d'une autre espece aurait pu éhmplifie. Les
séquences devraient alors étre trés divergentes eliesavec des positior
contrastées sur l'arbre phylogénétique: une @s séquences devr
appartenir a une des espéces cryptigues du comblexigrescengindividu
hote), tandis que la seconde séquence (individu/épighyte) devrait s
placer hors de ce complekenigrescensParmi les especes « candidatesn
peut citer en particuliet.aminariocolax sp. (algue brune de l'ordre d
Ectocarpales), épi/endophyte des espéces Al eeRP rdgrescensParmi les
algues phylogénétiquement plus proched.deigrescenstrois especes so

présentes dans la région détude: les LaminaridMasrocystis sp.et L.
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trabeculataet la FucaleDurvillea antarctica cette derniere ayant cepend
une distribution restreinte au sud de 30°S (domopsrie avec l'espece /

seulement).

c) Objectifs du travail

Les deux objectifs de cette étude des profils chibmdriaux sont listés ci-dessous :
(1) Identifier les différents fragments des profils thdndes en obtenant |
séquences correspondantes, afin d’inférer sur samsmes a l'origine «

cette hétéroplasmie apparente.
(2) Caractériser I'étendue géographique de I'hétéropimsapparente : estie
bien limitée a la lignée Al et plus particulierementx populations de cel

espece situées en limite d’aire (ACE et COZ) ?

2. Matériel et Méthodes

a) ldentification des fragments correspondant aux bastdipplémentaires

Deux types de profils ont été déteqgpésir les individus de I'espéce Al : le prc
« type ACE », avec trois bandes, et le profil «typUC », avec deulandes (Fig 2.D.2
Deux approches ont été utilisées afin d’'identifteacune des bandegi) la technique d
clonage, décrite dans le Chapitre 1, et (ii) leuségage apres découpage des basdege!
d’agarose. Le clonage a été réalisé sur cing iddsjiissus de la population Aceituno : ACE-
A34, ACE-A35, ACE-B2, ACE-B3 et ACE-B83.

Etant donné les résultats partiellement concluantidnage (voir Résultats), no
avons cherché a obtenir chaque bande apres sépasati gel d’agarose. L’ADN de trc
individus a été utilisé : PUC3, ACE-A34 et ACE-A35 migration des prodis PCR de
I'amplification atp8/trnS a été réalisée sur gedgiirose a 2%, puis les différentes bai
obtenues pour chaque individu ont été découp€agda d’'un scalpel. La purification a l'aic
du kit Nucleospin (Macherey-Nagel, Duren, Allemagna permis d’obtenir I’ADN
correspondant a chacune des bandes. La réactiségdencage a ensuite été réalisée co
indiqué dans le Chapitre 1.

Les séquences obtenues ont été alignées avec de jdannées présenté dans I'ét
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Nom des bandes Identification
Taille
(pb)
500 Bande supérieure ACE Non identifiée
Bande intermédiaire ACE atpX
Bande supérieure PUC Séquence nouvelle,
epi/endophyte ?
250
200
150 Bande inférieure Haplotypes espéce Al

Figure 2.D.2 : Types de profils observés apres migtion sur gel d’agarose du produit
d’amplification PCR du marqueur mitochondrial atp8/trnS. Les noms utilisés po chaque typ
de bande sont indiqués sur la figure. Sont esteégait notées les conclusions concer
I'identification de chacune de ces bandes. La «lbatu haut PUG, de faible intensité, est p
visible sur cette photo et est indiquée par unipsel Les ronds de couleur indiquent les cli
d’appartenance des individus (pour espéce PP geradade Nord, vert : clade Z3@our espece 2
: bleu). MT : marqueur de taille, Témoin - : tdmpégatif de la PCR, pb : paires de bases.
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de phylogéographie (Chapmstil) et avec les séquences présentes dans Gerganiéseau
d’haplotypes ont été construits en considérantimelels comme un cinquieme état

caractere d'une part et en les excluant de I'aeatjautre part, avec le logiciel NETWOF
v 4.5 (Bandelket al, 1999). Les arbres phylogénétiques d'inférence Bayesienne é&bé
reconstruits comme décrit dans le Chapitreiler( excluant les sites d’indels de I'analys
(i) en considérant les indels comme des donnéesjuamtes, ce qui permet de prendre
compte le polymorphisme de substitution des sitestrant également du polymorphis
d’'indels. La méthode de maximum de vraisemblance)(® également été utilisée, m
seule I'analyse en excluant les sites d’indels &tpeiréalisée (méthode idenie au Chapitr
1, sauf test de robustesse de 500 bootstraps)indets importard causaient en effet d

problemes d’analyse lorsque les indels étaientidéréss comme « données manquantes ».

b) Etendue géographique des profils multi-bandes

La recherche de profils muliandes a été effectuée sur un total de 652 indiy
issus de 33 populations (dont 230 individus deolaezde contact AceitunGhoros) couvrar
'ensemble de laire d’étude (Tableau 2.D.1). Laedé&on du profil multibandes a éi
rédisée par migration sur gel d'agarose, dans desitionsl permettant la séparation (
différentes bandes observées (1,5 a 2%) et ersarnticomme marqueurs de tailles
individu des deux clades (Nord et Z30) de I'espBEeet un individu de I'espécel,Aainsi
gu’un individu pour chacun des profils multi-bardtgectés (type PUC et type ACE).

3. Résultats

a) Séparation et amplification des différents fragment

La transformation bactérienne pour l'individu ABR2- n’a pas fonctionné. Pour |
quatre autres individus, entre deux et cing clomeis été séquencés, avec imtal de 12
séquences obtenuedJn premier résultat surprenant est que toutes s@guence
correspondent uniqguement a la taille de la « bameemédiaire ACE», alors que les produi
PCR utilisés pour le clonage comportaient les toaisdes du profil « type ACE Ce résulte

est a rapprocher du précédent : le clonage n'aapagplus fonctionné pour l'individu ACE-
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Tableau 2.D.1: Localisation géographique des sitet résultats de I'étude de la distribution

géographique des profils multi-bandes chek. nigrescens Le nombre total d’individus analysés
par site (N) est indiqué, ainsi que le nombre diithlis présentant chacun des profils identifialle s
gel d’agarose (voir Fig. 2.D.2).

Profil atp8/trnS

. ; . P Coordonnées

Site d’échantillonnage Abréviation . . Type Type

(Latitude/ Longitude) Nord  Z30 Al ACE PUC

Qda Mollendito QMO 16°58'S / 72°07°0 27 27
Qda Camarones QCAICAC 19°11'S/ 70°16'0 28 28
Pta Pichidalo PCH 19°36'S / 70°14'0 13 13
Pta Coloso CoL 23°46'S [ 70°29'0 28 28
Pan de Azlcar CHA/SLD 26°09'S / 70°40'0 29 29
Morro Copiap6 MOC 27°12'S /1 70°57°0 1 1
Cta Pajonal PAJ 27°41’'S 1 71°02'0 1 1
Cueva del Pirata CPI 29°01'S/71°29'0 30 28 2
Aceituno ACE 29°03'S/71°29'0 28 13 0
Aceituno Playa Norte APN 29°05’S / 71°29'0 28 21 7 0
Aceituno Playa Sur APS 29°06'S / 71°28'0 30 15 15 0
Ermitafio ERM 29°08'S/ 71°30'0 30 20 0
Ermitafio Sur ERMS 29°10'S/ 71°29'0 29 27 2 0
Apolillado Norte APON 29°10'S/71°29'0 24 24
Apolillado APO 29°11'S/ 71°29'0 30 30
Choros Norte CHN 29°15'S/ 71°27'0 1 1
El Temblador TBL 29°28'S/71°18'0 1 1
Isla P4jaros (ile) IPA 29°35'S/71°31'0 25 25 0 O
Arrayan ARY 29°41'S/ 71°19'0 1 1
Coquimbo-Cruz COoz 29°57'S/ 71°21'0 29 20 9
Pta Lengua de Vaca 2 PTLV2 30°15'S/ 71°38'0 29 12 8
Rio Limari RLI 30°44'S | 71°42'0 30 21
Montemar MTM 32°57'S/71°32'0 11 11
Curaumilla CURAM 33°05'S/ 71°43'0 13 13
El Quisco QUIS 33°23'S/71°42'0 14 14
Las Cruces LC 33°30'S/ 71°38'0 4 4
Matanzas MAT 33°57'S/71°52'0 5 4 1
Pichilemu PICHI 34°23'S/72°01'0 18 10 8
Constitucion CST 35°19'S/ 72°25'0 13 7 6
Concepcion CONCE 36°30'S/ 72°54'0 24 7 17
Mehuin MEH 39°25'S / 73°12'0 25 23 2
Pucatrihue PUC 40°32'S / 73°43'0 26 25 1
Pta Guabun (lle de Chiloé)  GBN 41°48'S | 74°01'0 27 26 1
Total 33 sites 652 126 58 355 77 36
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B2, qui présentait un profil avec une «bande iatge » d’intensité plusmportante
relativement aux autres bandes.

L’approche par séparation des fragments sur ggjatiiese a permis de séquencet
fragments correspondants a la « bande intermédfe@E» pour les individus ACE34,
ACE5 et COZ21 et a la «bande supérieure PUC » outividu PUC3. La «ande
supérieure ACE » n’a pas pu étre séquenkcée.profils obtenus sur gel d’agarose mont
cependant que cette bande ne correspond a audllmeeafragment connue (Fig.D.2). En
utilisant la méme méthode, le produit PCR corredpaoh & la « bande inférieusea été

séquencé pour 75 individus de profil « type ACH 3&individus de profil « type PUC ».

b) Identification des fragments par séquencage

Bandes inférieures ACE et PUC

L’ensemble des séquences obtenues pour la « lr@ddeure» correspond bien a d
haplotypes déja observés chez les individus ayamrafil monobande de taille homolog!
Ces haplotypes sont tous de I'esp@t¢dc’est la raison pour laquelle ils ont été incldans

I'étude de phylogéographief. Chapitre 1).

Bande supérieure PUC

La séquence obtenue pour la «bande supérieure »PE tres differente d
séquences atp8/trnS déja connues. L’alignement Beesemble des séquences contet
dans GenBank indique une certaine similaaitéc les séquences atp8/trnS des espéces
famille des Laminariales (78-83%), la séquence e @imilaire étant celle deaminaria
digitata, avec 83% d'identité. Etant donné cette divergemportante, cette nouvel
séquence n'a pas été incluse sidms analyses de phylogénie. Cependant, une @iud

approfondie serait nécessaire pour explorer I'nggle ce fragment.

Bande intermédiaire ACE

Sur un total de 15 séquences obtenues, cing hapltgifférents ont été observ
(appelés atpX1l a atpX5) pour la « bande intermédiACE». Ces cing haplotypes atj
différent entre eux par quatre sites polymorphég @&D.3). L’haplotypeatpX5 a été obsen
chez deux individus de la population COZ (COZ2lirdividu analysé par P. Martin), tanc
gue les quatre autres ont été obtenus pour les thaivile la population ACE. Le clonag

permis de montrer la présence de deux séquendéredies de type atpX au sein d’un mé
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Figure 2.D.3 : Alignement des 5 haplotypes (atpX1 atpX5) correspondant a la « bande intermédiaire AE » avec I'ensemble des haplotypes inclus dans I'éw
de phylogéographie.Seuls les sites polymorphes sont montrés et lesitipn dans la séquence est indquée sur le hal# figure Les séquences sont groupées
similarité de polymorphisme d’'indel et par appaatese aux différents cladees reconstructions phylogénétiques de la Figupe52 Les couleurs correspondent i
différents clades de la Figure 2.D.5. Les deuxaidégimontrant du polymorphisme d’indel a I'intériglur complexd.. nigrescensont indiquées en grisé.
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individu (ACE-B3).

L’alignement avec les séquences de GenBank maopieees haplotypes atpX sc
plus similaires aux ségquencesldanigrescengju’a celles des autres espéces de Laminar
A lintérieur de notre jeu de données, les atpXspriéent une structure d’indels similair
celle des especes outgrouptrabeculataet L. flavicans a I'exception d’'une délétion d’ul
paire de base, située a l'intérieur de la premiégéon d’indel polymorphe pour. nigrescens
(position 61,Fig. 2.D.3). En plus de cet indel, ces cing hagesy se caractérisent par
présence de neuf substitutiogpécifigues au groupe des atpX, parmi lesquekgs son

partagées entre eux.

c) Position phylogénétique des haplotypes atpX

Les arbres obtenus avec les difféerentes méthodegabmstruction phylogénétiq
sont congruents sur la monopibydu clade regroupant tous les haplotypes atpe(us d¢
soutien entre 94 et 100, Fig. 2.D.4). La positibglpgénétique de ce clade est cependani
résolue les arbres excluant les sites d’'indels montremt polytomie regroupant les clac
Nord et Z30 de I'espece PP et atpX, tandis queatbses considérares indels comm
données manguantes (permettant de prendre en ctenib/morphisme de substitution de
ces sites) positionnent le clade atpX comme intdrai& entre I'espéce Al et I'espe PP
bien gu'avec une faible valeur de soutidfig( 2.D.4). La présence d’indels complic
I'analyse mais deux résultats sont consistarfts les haplotypes atpX forment un cle
monophylétique, et (ii) ce clade atpX n’est paeaigsau clade de I'espece Al, maisitpt
aux clades de I'espéce PP.

Les réseaux d’haplotypes montrent un patron corepletxpartiellement congrue
avec les arbres phylogénétiques : le polymorphidimelels rapprochdes haplotypes atp
des espéces outgroups (Fig. 2.D.5A gL 2.D.3). Lorsque les sites d’'indels sont excles
haplotypes atpX sont quasiment a équidistance lddss des espéces PP et Al, ainsi que
outgroups (Fig. 2.D.5B).

d) Distribution géographique des profils multi-bandes

Sur les 652 individus analysés, les profils mbiétirdes ont été observés uniquen
dans des populations de I'espece Al (Fig. 2.D.&ldau 2.D.1). La distribution de chac
des profils est limitée a des aires géographigestsaintes et non chevauchanté$ le profil
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Figure 2.D.4 : Arbres phylogénétiques incluant I'eeemble des haplotypes obtenus po
atp8/trnS et les haplotypes nommeés « atpX »A. Arbre d’inférence Bayesienne, indels tra
comme « données manquarnete polymorphisme de substitutions des sites aals est donc pr
en compte (voir texte), les probabilités postégswsont indiquées. B. Arbre d’inférenBayesienne
sites avec indels exclus de I'analyse. Sur cetealles valeurs de soutiesont respectivement |
valeurs de bootstraps de maximum de vraisemblanies @robabilités postérieures Bayesiennes
couleur des haplotypes indique le cladapgartenance, en ajoutant la couleur rose pou
haplotypes atpX.
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214

A.
L. flavicans L. trabeculata
atpX
L. vadosa
Nord 730
Al
B.

Nord

Z30

L. flavicans

L. vadosa

L. trabeculata

Figure 2.D.5 : Réseaux d’haplotypes incluant I'enseble des haplotypes obtenu
pour atp8/trnS en incluant les haplotypes atpX.A. Indels traités comme
cinquieme état de caractére, B. Sites avec indetdu® Les losanges roug
représentent les haplotypes non détectés dansétatte et les barres indiquent 1
mutation (trait fin : substitution, traitpéis : délétion ; indiqué seulement pour
haplotypes séparés par plus d’'une mutation). Paisom de clarté, la fréquence «
haplotypes n’est pas représentée sur ces réseaux.
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Figure 2.D.6 : Distribution géographique des difféents profils observés apres migration
sur gel d’agarose du produit de PCR atp8/trnS.La description des profils est donnée Fig.
2.D.3. La couleur du trait de c6te indique lessaite distribution des clades d’aprés I'étude
de phylogéographie (voir Chapitre 1) et des zomesomtact (Partie B du Chapitre 2).
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« type PUC » est observé seulement entre 33°578.%€8’'S de latitude (c’est-dire entre
les sites MAT et GBN, Fig. 2.D.6), (ii) le profiltype ACE» est typique du nord de l'aire
distribution de I'espéce Al (Région de transitiogites PTLV2, RLI, COZ efACE, Fig.
2.D.6). Des difféerences importantes de fréquenceederofil « type ACBE> ont été observé:
entre sites géographiguement proches. Dans la zbeneontact Aceitun&@horos, pa
exemple, il n'est présent que chez 6,6% des indsvzidans le site GPalors qu’il attein
53,6% dans le site ACE, distant de 7,4km seulemesite précédent (Fig. 2.D.6).

4. Discussion

Origine endo/épiphytique probable pour la « bandpé&ieure PUC»

Lors de notre échantillonnage, un soin particuléerété pris pour étgr une
contamination par des épiphytes, en choisissantisiss jeunes (méristématiques) et er
nettoyant avec du tissu absorbant. Cependantétepce d’épiphytes et plus particulieren
d’endophytes ne peut pas étre eécartée. L’hypoth@sadividus épi/endophytes
Laminariales peut étre écartée pour I'ensemble fadagnents (atpX, PUC3 et labande
supérieure ACE », d’apreés la taille de ce fragmeo&s fragments ne correspondent en
pas aux haplotypes connusMacrocystis spet deL. trabeculata

La forte divergence de séquence de la bande supéiPUC3 de I'espece Al sugg
gu’il s’agit d’'une espece endo/épiphyte de Lamalas pour laquelle il n'existerait p
encore de séquence atp8/trnS dans la base de doGe@éBank (séquees présentes pc
seulement des especes de Laminariales eFud®g. Aucune séquence atp8/trnS n
actuellement disponible pour la FucBleantarctica et une contamination par cette espéec
peut pas étre exclue pour la séquence PUC3, d'aptastque I'abondance de I'espé
augmente vers le sud de la région d’étude (ou ofl prété observé). De méme, la prése
de I'Ectocarpald_aminariocolax spest une explication possible. L'obtention de séqas
pour ces especes devrait permettre de tester peshi@ges.

Enfin, une derniere hypothese est que la séquehi@3Pest le résultat d'ur
duplication (numt ou dans la mitochondrie) ancieratequi aurait fortement divergé, du 1
d’un taux de mutation important.

La distribution géographique des séquences de &jpande supérieure PULCesi
limitée aux populations Al, situées au sud de 3R8%S. effets combinés de la migration el
la dérive pourraient limiter 'expansion de ce watidans les populations Al situées plus
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nord.

Le cas des haptypes atpX est différent car leur séquence esilare a celle:
obtenues dans le complexe d’espécenigrescensécartant ainsi I’hnypothése d’'une orig
épi/endophyte de I'hétéroplasmie apparente.

Clade atpX : duplication dans la mitochondrie ouni?

Les haplotypes correspondant au fragment « bantlgmédiaire ACEB ont été
regroupés en un clade monophylétigue et bien soutgmlgue soient les méthodes
reconstruction phylogénétique utilisées (arbredqugnétiques et réseaux d’haplotyp&3@s
haplotypes ont donc une origine commune (orthojogia nette divergence génétique de
clade par rapport aux trois clades mitochondriauxcdmplexelL. nigrescenset aux autre
espeéces delLessonia permet d’exclure I'hypothese d'une hétéroplasmiéela un
I’hybridation récenteentre especes Al et PP ou entre une de ces esi¢cesabeculata

Le fait que ces haplotypes atpX constituent un cladde&ement distinct de celui ¢
I'espéce Al permet également de rejeter les hypethd’hétéroplasim avérée intraspécifigt
et de « coalesceneeentre individus de méme espece (qui se traduairgiar la présenc
d’haplotypes Al poutousles fragments) pour expliquer la présence du lpmaditibande.

Restent deux hypotheses, que I'on ne peut pamglier du fait des méthod
utilisées: ces haplotypes atpX peuvent étre le résultat dduanement de duplication
I'intérieur du génome mitochondri@Fig. 2.D.1Ac) ou d'un événement de duplicationc
intégration d’'une copie dans le génome nucléaitangs). La présence de deux séque
atpX différentes détectées au sein d’'un méme iddipiar clonage est un élément qui sug
gue ces séquences sont nucléaires, mais une kéeeau clonage est aussi possible.

Afin de tester si cette duplicatios’étendait a d'autres régions du génc
mitochondrial, six individus de « profil ACE ont été analysés par séquencage direct a
marqueur rpl31-rns, situé a environ 820pb du mamagp8/trnSetudié (d’apres la séquer
du génome mitochondrial de. digitata: Oudot-LeSecget al, 2002, Fig. 2.D.7). Le
chromatogrammes n’ont pas montré d’ambiguité ds, gie qui suggergue si la duplicatio
existe pour atp8/trnS, la région dupliquée n’inchas ce nouveau marqueur (données

montrées).

Position phylogénétique du clade atpX : adaptatarrecombinaison
Le groupe d’haplotypes atpX se caractédae un nombre important de substitutic

lorsqu’on le compare au polymorphisme observé halment chez.. nigrescens sur
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A.
Laminaria digitata
38,010 bp
Oudot-Le Secq M-P.
B. 400 pb
trnS trnD trnS p
rpsis atp8 \I é rps10 l rpl31 mns
L 1 I_’ | | - — 1 | — ]

Figure 2.D.7 : Carte du génome mitochondrial deLaminaria digitata
d'apres Oudot-Le Sesqget al. (2001) (A) et localisation des zone:
intergéniques étudiées : atp8/trnS et rpl31l/rms (B)Les amorces so
représentées par des fleches grises.
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quatre individus du sitACE, analysés par clonage, quatre haplotypes aiffétehts ont ét
obtenus, alors que le polymorphisme intra-populatthn marqueur atp8/trnS bande
inférieure ») est trés souvent faible, voire mémedans la population ACE eparticulier
(Chapitre 1).

La forte divergence entre le clade atpX et lesesutlades du complexe nigrescens
suggere un évenement ancien de duplication, a g=ugussi ancien que la divergence €
les clades Nord et Z30 de I'espece PP et I'espéd€ig. 2.D.4). L'infarmation apportée pi
les indels et par lpolymorphisme de substitution est contradictoirecist clairement m
en évidence sur les réseaux d’haplotypsdis que le clade atpX est nettement plus @
de L. trabeculatalorsqu’on considere uniquemiel'information donnée par les indels (tre
épais, Fig. 2.D.5A), il se trouve a égale distagrtiee les especes outgroup et le clade No
se basant sur le polymorphisme d’indels et de gutieh (traits fins et épais, Fig. 2.D.5A)
enfin & égalaistance entre les espéces PP et Al lorsque éauésxclue les sites d’'inde
(Fig. 2.D.5B). Ce fort polymorphisme et la divergeimportante des autres cladegygere
gue le taux de mutation est plus important pouh&gsotypes atpX que pour les e clade
de L. nigrescensUne autre hypothése possible pour expliquerding du clade atpX ser:
que I'évenement de duplication aurait eu lieu dipdiun haplotype d’'un clade aujourd’h

éteint.

Localisation géographique des haplotypes atp&les de la sélection, de I'hybridation et
la dérive

Les profils « type ACE ont été observés uniquement dans les populatituées al
nord de l'aire de distribution de I'espece Al (2981 Fig. 2.D.6). Cette restrictic
géographique, expliquée partiellement par la fatlbleacité de dispersion Henigrescensse
comprend mieux dans le contexte de I'évolution deScanismes particuliers dans
populations situées en limite d’aire. Une hypothgsssible expliquant le maintien de ct
duplicationde la région mitochondriale pourrait étre la régoada sélection en limite d’ai
de distribution. En particulier, la région dupligugourrait avoir impliqué non seulemen
marqueur intergénique atp8/trnS mais égalemenigédees codants situés aopimité. Cec
pourrait avoir des conséquences sur la valeur te@edes individuset en particulier étr
favorable dans les conditions environnementalda tmnite nord de I'aire de I'espéce Al.

La présence de la région dupliquée pourrait égaherére avantageuse si elle lim
I'hybridation entre individus des espéces Al et PR particulier dans le cas ou les hybri

seraient norndables. Les genes dupliqués peuvent étre impligaés des incompatibilités
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Dobzhansky-Muller (DMI) (Coyne et @r2004). Cependant, I'étude de la zone de co
Aceituno-Choros montre une forte variation de fedee d’individus de profil « type ACE
entre populations Al : les taux les plus importaonis été observés dans les populations ERM
et ACE, et ne sont donc pas ucaractéristique particuliere aux populations voisiges
populations PP (Fig. 2.D.6).

Enfin, I'observation du variant atpX uniquemetans les populations de I'espéce
pourrait étre liée a une différence de taille effie entre les espécél et PP. L'étude d
phylogéographie a montré que la divergence entretAPP est certainement associée
colonisation du nord des cétes chiliennes, avecfaun effet de la dérive, par effet
fondation et par « gene surfing ». Les populati®Rs®nt par ailleurs soumises a des régi
de perturbations importants (El Nifio), avec destatibés locales massives. Le processu
dérive pourrait avoir entrainé une perte du varg@pX dans les populations PP.

Perspectives

Afin de confirmer la duptation suggérée par ces résultats et de la lecaliggnome
nucléaire ou génome mitochondrial), différentesragipes pourraient étre utilisées (Ence
2.D.3). Les résultats obtenus ici ouvrent cepend@nnouvelles questions. En particul
dans le cas ou la duplication aurait eu lieu adiieur du génome mitochondrial, dg&nes
codants ont-ils été dupliqués en méme temps quealgueur atp8/trn3 Si oui, quels sol
les effets sur la valeur sélective des individustamment en limite d’aire de distributi@n
Quelle est 'importance de cette duplication sisolement reproducteur entre les espéce
et Al ?
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Encadré 2.D.3 :
Approches possibles pour déterminer le compartimengénomigue des copies détectées

(d’'aprés Bensassat al, 2001) :

> Analyses de descendances afin de déterminer le medégrégation des séquences paraloglies
transmission biparentale des numgssustransmission maternelle des séquences mitochoesdrial

» Localisation des copies dans la cellule par hytiich fluorescentén situ (FISH): noyau (numts
ou cytoplasme (ADNmt).

> Inférence a partir des différences de mot&alution entre le génome nucléaire et le gén
mitochondrial: cette méthode est particulierement intéressdrge les taxa animaux, ou le trans
vers le noyau s’accompagne d’'un biais de mutation.

>  Enrichissement en mitochondries ou en ADN nucd&a@xtraction d’ADN a partir de tissus rich
pour l'un de ces compartiments cellulaire ou méd#sod’enrichissement lors de I'extracti
d’ADN.

» Amplification sélective : utilisation d’enzymes destriction pour rendre non amplifiables
fragments déja identifiés.
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E. Conclusions

Ce chapitre a eu pour objectif de déterminer gsehd les mécanismes dunitent les

flux de génes entre les especes cryptiques Al etd®B. nigrescenset gouvernent |

distribution géographique de ces espéces.

223

L’analyse génétique des zones de contact dans dioiRéle transition (280°S) &
montré une ségrégation géographique totale des espéces éilPP, quelque soil
I'échelle d’étude: absence de sites de sympatrie, bien que les kébgés pa
chacune des espéces soient séparés par une plsgielelde seulement 1,5km de I«
dans une de ces zones de contact.

L’étude de la zone de contact Aceitu@beros avec les marqueurs microsatel
suggereun isolement reproducteur total entre espéeces en mditions naturelles:
aucune introgression ni hybridation n'a été détectée concept biologique
'espece peut donc étre appliqué aux especes gugsiAl et PP du compleXe
nigrescens Le role des barriéres reproductives intrinsequsse a déterminer,
génotypant les individus obtenus par croisementaditions controlées.
L’expérience de transplantation réciproque a pedrisnontretune contresélection
des sporophytes immigrants asymétriguelimitée au site situé au sud de la Ré
de transition. Ce mécanisme pourrait limiter 'exgian de 'aire de distribution ¢
I'espece PP vers le sud, au moins pendamtahnées La Nifia, comme celle pen
laquelle a été réalisée I'expérience. A I'échelldadeone de contact Aceitur@@oros.
aucune différence de réponse n'a été observéel'dapsrience de transplantation ¢
sporophytes entre les deux sites.

Ce denier résultat contraste avec les différences denggyde température identifié
entre ces sites, et d'une maniére plus générate sites habités par I'espece Al
sites habités par I'espéce PP. L'expérience deaind® des stades microscopique:
cycle de vie a la température et a ses régimesadation devrait permettre de tes
spécifiguement le role de ce facteur environnent@atame agent de sélection cor
les immigrants (analyse en cours).

Enfin, des résultats préliminaires ont montr@iésence de plusieurs variants du Ic
atp8/trnS au sein de I'espece Al. Ceci suggeredagnce d’une duplication ancier

d’'une région du génome mitochondrial, soit au slErce génme, soit avec transfe
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vers le noyau (numt). Ce variant, appelé « atpXnontre une distribution restreir
aux populations Al, situées dans la Région de itians(29-30°S).Ces résultats
ouvrent de nouvelles perspectives concernant les possibtétes de ce variant e
surtout des génes codants qui ont pu étre dupliguéan méme temps ces gene
ont en particulier pu conserver leur fonction, acguée nouvelle fonction ou perd
la fonction originelle. Cette duplication de genes,apportant du matériel génétic
neuf, pourrait contribuer a l'isoleant reproducteur entre les especes Al et PP
étre impliquée dans des processus d’adaptatioeslpapulations Al situées en lim

d’aire.
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DISCUSSION GENERALE

Au départ, les travaux d’Andrés Meynard (2005) eftecthese avaient pour obje
principal la reconstitution de [I'histoire évolutivdes especes morphologiquesssonie
nigrescenset Lessonia trabeculata_es données acquises @aurs de cette thése ont ens
permis de proposer le complexe d’espéckessonia nigrescenscomme un modéle d’étu
des processus de spéciation et des barrieres repireduchez les Laminariales, groupe g
lequel les études de ce genre n'avaipas encore été menées. Aprés une synthes
processus inférés lors de cette thése, nous dieastele I'importance de ces résultats st
gestion de la ressource naturelle et des perspscaiereecherches ouvertes ou renforcées.

A. Synthese

Identification de deux espéces cryptiques au seicothplexe «essonia nigrescens

Les travaux présentés dans ce manuscrit de thesetgoermis de démontrer la
présence de deux especes cryptiques au sein degéze morphologique «.. nigrescens»,
répondant aux deux criteres phylogénétique et biolfique du concept d’espéceCette
étude est une premiere chez les Laminariaédgrs qu’il y a encore peu de temps, la ques
était de savoir si le concept biologique d’espeéenm était applicable aux Laminarialggir
discussion sur le genteaminaria: Bartschet al, 2008), nous avons montré ici un isolern
reproducteur total entre deux especes, qui plussast des espéces phylogénétiquer
proches et non distinguables morphologiquement.éSeltat contras particulierement ave
la vision traditionnelle d’un isolement reproductéuwromplet entre especes de Laminarie
dd a l'action d’un bouquet de phéromones commusuées ces especes (Pohnert et Bol
2002) et a la radi